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tisten kortikosteroidien määrittämiseen lehmänmaidosta käyttäen nestekromatografiaa yhdistet-
tynä tandemmassaspektrometriaan (LC-MS/MS). Tutkittavina yhdisteinä olivat beetametasoni, 
deksametasoni, prednisoloni sekä metyyliprednisoloni.  
 
Menetelmänkehitys aloitettiin tutustumalla tieteellisiin artikkeleihin sekä valitsemalla niiden jou-
kosta yksi talonsisäisen menetelmän esikäsittelyn kehittämisen pohjaksi. Valittu menetelmä 
(Tölgyesi et al., 2010) perustui nopeaan maidon esikäsittelyyn käyttäen pääpuhdistusvaiheena 
vahvaa kationinvaihto-kiinteäfaasiuuttoa (SPE). Kehitettävän menetelmän sisäisenä standardina 
(ISTD) käytettiin 17β-testosteroni-d3-yhdistettä. Artikkelin esikäsittelyä muutettiin omiin tarpeisiin 
sekä välineistöön sopivammaksi. Tutkittaville yhdisteille luotiin myös uusi kromatografia-massa-
spektrometria-ohjelma, johon valittiin tutkittavien kortikosteroidien seurattavat prekursori- sekä 
tuoteionit. Myös sopiva gradienttiohjelma kehitettiin kokeilujen tuloksena. Kahta sidosryhmiltään 
erilaista nestekromatografian kolonnia kokeiltiin kehitysvaiheessa. Massaspektrometrian ioni-
sointitekniikkana käytettiin sähkösumutusionisaatiota (ESI-). Kokeilumittaukset suoritettiin ennen 
validoinnin aloittamista. Validointi suoritettiin Eviran validointiohjeen LAB 602/5 mukaisesti sekä 
ottamalla erityisesti huomioon Euroopan Unionin Komission päätös 2002/657/EY. 
 
Validointi onnistui hyvin. Lisäystasojen 0,5 MRL, 1,0 MRL sekä 1,5 MRL saantoprosenttien ar-
voiksi saatiin 104,8–114,7 %. Keskihajonnan arvot (sd) olivat beeta- sekä deksametasonille 
0,01–0,04 µg/kg, prednisolonille 0,31–0,073 µg/kg sekä metyyliprednisolonille 0,23–0,68 µg/kg. 
Menetelmän toistettavuus ja laboratorion sisäinen uusittavuus olivat näin ollen hyviä. Nollanäyt-
teissä ei kromatogrammien mukaan havaittu ollenkaan tutkittavia kortikosteroideja, mikä indikoi 
menetelmän korkeaa spesifisyyttä ja häiritsevien yhdisteiden vähyyttä. Vertailunäytteiden tulos-
ten mukaan menetelmän oikeellisuus oli korkea. Päätösrajan arvot CCα olivat välillä 0,37–7,87 
µg/kg ja osoituskyvyn arvot CCβ 0,42–8,72 µg/kg. Regressioanalyysin mukaan valittu mittaus-
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koina rutiinikäyttöön Evirassa. 
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laboratory in the unit of Chemistry, at Finnish Food Safety Authority Evira in Helsinki. 
 
The purpose of this study was to develop and validate a new in-house method for the Determi-
nation of synthetic corticosteroids from bovine milk using liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry. The compounds of interest in this validation were betamethasone, dexame-
thasone, prednisolone and methylprednisolone.  
 
The method development was initiated by exploring the scientific articles and selecting one suit-
able article as the basis for the pretreatment of the in-house method development. The selected 
article (Tölgyesi et al., 2010) was based on the rapid pretreatment of the milk matrix using strong 
cation-exchange solid-phase extraction (SPE) as the main purification procedure. The 17β-tes-
tosterone-d3 was used as the internal standard (ISTD). The pretreatment of the selected article 
information was converted to comport with the necessity and the equipment available. The new 
chromatography-mass spectrometry program was generated with the monitored precursor and 
product Ions. The appropriate gradient program was generated in consequence of multiple tests 
as well. Two different chromatography columns with different stationary particles were explored 
during the test period. The electrospray ionization (ESI) was utilized as the ionization method in 
mass spectrometry. The test measurements were performed prior to the validation procedure. 
The validation was carried out according to the validation instruction LAB 602/5 of the Finnish 
Food Safety Authority Evira and the European Union Commission Regulation 2002/657/EY. 
 
The validation was performed successfully. The percent recovery values of the validation levels 
0.5 MRL, 1.0 MRL and 1.5 MRL were at the range of 104.8–114.7 %. The standard deviation 
values were 0.01–0.04 µg/kg for betamethasone and dexamethasone, 0.31–0.073 µg/kg for 
prednisolone and 0.23–0.68 µg/kg for methylprednisolone. However, the repeatability of the 
method was high-quality. All the spiked blank samples were clean and indicated merely trifle 
distracting factors and high specificity. According to the results of the certified reference material, 
the trueness of the method was high, especially for both methasone compounds. The CCα val-
ues were 0.37–7.87 µg/kg and CCβ 0.42–8.72 µg/kg. The regression analysis represented line-
arity of the measurement area while the residuals were randomly at the both sides of the 
zero level. The preservation tests of the pre-treated milk samples demonstrated even three 
weeks’ moderate preservation at freezing. The validated new in-house method achieved the 
requirements presented and it will be applied in routine analysis at Evira.  
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Lyhenteet 
ACN Asetonitriili (CH3CN), yleisesti nestekromatografiassa käytettävä orgaani-
nen liuotin. 
AID Anti-inflammatory Drug, tulehduksia estävät lääkeaineet. 
APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization. Kemiallinen ionisaatio-tek-
niikka, joka tapahtuu normaali-ilmanpaineessa. 
API Atmospheric Pressure Ionization. Ionisointitekniikat, jotka tapahtuvat nor-
maali-ilmanpaineessa. 
BM Betamethasone. Beetametasoni (C22H29FO5). 
C18 Octadecylsilane. Oktadekyylisilaani. Nestekromatografian kolonnin tai kiin-
teäfaasiuuttopylvään sisältämien partikkelien pinnan pooliton sidosryhmä, 
jossa yhteensä 18 hiiliatomia sisältävä hiiliketju. 
C8 Octyl. Oktyyli. Nestekromatografian kolonnin tai kiinteäfaasiuuttopylvään 
sisältämien partikkelien pinnan pooliton sidosryhmä, jossa kahdeksan hii-
liatomia kiinni toisissaan suorana ketjuna. 
CCα Päätösraja eli se tilastollinen raja-arvo, jota vastaavilla sekä suuremmilla 
arvoilla voidaan näytteen päätellä olevan kyseessä olevan analyytin suh-
teen vaatimustenvastainen virhetodennäköisyydellä α. 
CCβ Osoituskyky eli se pienin analyyttipitoisuus, joka voidaan tunnistaa ja/tai 
kvantifioida näytteestä virhetodennäköisyydellä β. 
CRM Certified reference material. Varmennettu referenssimateriaali. 
DAD Diode Array Detector. Diodirividetektori. 
DM Dexamethasone. Deksametasoni (C22H29FO5). 
   
ELISA The enzyme-linked immunosorbent assay. Entsyymikäyttöinen immuno-
sorbenttitesti, joka käyttää vasta-aineita ja värimuutoksia yhdisteiden iden-
tifioimiseen. 
ESI Electrospray Ionization. Sähkösumutusionisaatiotekniikka, jota käytetään 
laajalti nestekromatografiassa yhdistettynä massaspektrometriaan. 
FINAS Finnish Accreditation Service. Kansallinen akkreditointielin, jonka toiminta 
on säädetty Suomen laissa. 
GC-MS Gas Chromatography-Mass Spectrometry. Kaasukromatografia-massa-
spektrometria. 
GRα / GRβ Steroidireseptorit α ja β, joihin kortikosteroidit pystyvät sitoutumaan vaiku-
tuksiensa ilmentämiseksi soluissa. 
HPLC High Performance Liquid Chromatography. Korkean erotuskyvyn nestekro-
matografia, jota käytetään erityisesti haihtumattomien orgaanisten yhdis-
teiden erottelussa. 
ISTD Internal Standard. Sisäinen standardi. 
LC-MS/MS Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry. Analyysitekniikka-
kokonaisuus, jossa nestekromatografia sekä tandemmassaspektrometria 
on yhdistetty 
LC Liquid Chromatography. Nestekromatografia. 
LLE Liquid-Liquid Extraction. Neste-nesteuutto, jossa nestemäinen näyte uute-
taan nestemäisellä aineella, yleensä jollakin orgaanisella liuottimella. 
LSE Liquid-Solid Extraction. Neste-kiinteäfaasiuutto, jossa nestemäinen näyte 
saatetaan kontaktiin kiinteän sorbenttiuuttomateriaalin kanssa. 
METPRED Methylprednisolone. Metyyliprednisoloni (C22H30O5). 
MRL Maximum residue limit, enimmäisjäämän arvo. 
   
MRM Multiple Reaction Monitoring. Useiden reaktioiden seuranta. Nestekroma-
tografia-tandemmassaspektrometrian yleisin kvantifiointimenetelmä, jonka 
aikana valitaan ensimmäisellä kvadrupolilla ne ionit, joita seurataan siitä 
eteenpäin. 
m/z Mass-to-Charge ratio. Ionin massa-varaussuhde-arvo, jonka avulla analyy-
tit detektoidaan massaspektrometriassa. 
NP Normal Phase. Normaalifaasi. Nestekromatografian kolonnin tai kiinteäfaa-
siuuton partikkelien pinnalla sijaitseva poolinen sidosryhmä. 
PDA Photodiode Array. Valodiodirivi-detektori. 
PRED Prednisolone. Prednisoloni (C21H28O5). 
RP Reverse Phase. Käänteisfaasi. Nestekromatografian kolonnin tai kiin-
teäfaasiuuton partikkelien pinnalla sijaitseva pooliton sidosryhmä. 
rpm Rounds per Minute, kierrosta minuutissa. 
SRM Selected Reaction Monitoring. Valittujen ionien seuranta 
SAX Strong anion exchange. Vahva anioninvaihto. 
SCX Strong cation exchange. Vahva kationinvaihto. 
SiOH Silicon Hydroxide. Piihydroksidi. 
SPE Solid Phase Extraction. Kiinteäfaasiuutto, jota käytetään tutkittavien yhdis-
teiden puhdistukseen ennen varsinaista analyysivaihetta. 
TOF Time of flight. Lentoaikamassa. 
UGT Uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferase. Uridiili-5’-difosfaatti-gluku-
ronyylitransferaasi. 
   
UHPLC Ultra-High-Performance Liquid Chromatography. Erittäin korkean erotus-
kyvyn nestekromatografia. 
UV Ultraviolet radiation. Ultraviolettisäteily.
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1 Johdanto 
Opinnäytetyö suoritettiin Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran Kemian tutkimusyksikön 
Vierasaineet ja jäämät -jaostossa. Evira tarjoaa laboratoriopalveluita erityisesti eläintau-
tien laboratoriodiagnostiikasta, kasvianalytiikasta sekä elintarvikkeiden kemialliseen ja 
mikrobiologiseen turvallisuuteen sekä aistinvaraiseen laatuun liittyvästä analytiikasta. 
Eviran tarjoamiin laboratoriopalveluihin kuuluu lisäksi erilaisten rehujen, lannoitteiden ja 
siementen turvalliseen käyttöön sekä laaduntarkkailuun liittyvät laboratoriotutkimukset. 
Vierasaineet ja jäämät-jaostossa tutkitaan erityisesti eläinperäisten elintarvikkeiden si-
sältämiä lääkeainejäämiä sekä erilaisia hormoniyhdisteitä (muun muassa stilbeenejä, 
erilaisia steroidiyhdisteitä sekä β-agonisteja), joita on mahdollisesti käytetty tuotan-
toeläinten lääkinnässä sekä niiden kasvun edistämisessä. Evira on FINAS-akkreditointi-
palvelun (Finnish Accreditation Service) hyväksymä testauslaboratorio, jonka laborato-
riotoiminnan laadun takeena on FINAS-akkreditointipalvelun (Finnish Accreditation Ser-
vice) myöntämä akkreditointipäätös (T014, ISO/IEC 17025). 
Evirassa suoritetaan kortikosteroidien määrityksiä lehmänmaidosta pääosin entsyymi-
käyttöisen immunosorbenttitestin (ELISA) avulla. Käytössä ei ole toistaiseksi ollut vali-
doitua nestekromatografia-tandemmassaspektrometristä (LC-MS/MS) varmistusmene-
telmää maitomatriisille. Tässä opinnäytetyössä oli tarkoituksena kehittää, validoida sekä 
käyttöönottaa uusi kromatografinen yhteismenetelmä MRL-arvoilla (Maximum residue 
limit) säännösteltyjen synteettisten kortikosteroidien määrittämiseksi maidosta käyttäen 
LC-MS/MS-tekniikkaa. Opinnäytetyön ohjaajina toimivat Eviran erikoistutkija Marja Raa-
tikainen sekä Metropolia Ammattikorkeakoulun vanhempi lehtori Miika Kuivikko. 
Validointimittaukset suoritettiin Eviran validointiohjeen LAB 602/5 sekä Euroopan Unio-
nin Komission päätöksen 2002/657/EY mukaisesti. Validointi tapahtui valitun tieteellisen 
artikkelin pohjalta käyttötarkoitukseen muokatulla esikäsittelyproseduurilla sekä itseopti-
moidulla kromatografia-ohjelmalla. Validoinnin parametreinä olivat matriisin vaikutus, se-
lektiivisyys ja spesifisyys, oikeellisuus, menetelmän saanto, toistettavuus ja uusittavuus, 
päätösraja (CCα) sekä osoituskyky (CCβ), analyytin stabiilisuus sekä lineaarisuus. 
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2 Teoria 
2.1 Kortikosteroidit 
2.1.1 Kemiallinen rakenne ja ominaisuudet 
Kortikosteroidit kuuluvat steroidihormoneihin ja ne jaotellaan eläinten lisämunuaiskuo-
ressa syntetisoituviin, ”luonnollisiin” glukokortikoidihormoneihin (muun muassa hydro-
kortisoni eli kortisoli), mineralokortikoideihin (esimerkiksi aldosteroni) sekä niiden poh-
jalta laboratoriossa kehitettyihin synteettisiin glukokortikoideihin. Eläinten kaikki normaa-
lit elintoiminnot edellyttävät lisämunuaiskuoren riittävää kortikosteroidituotantoa, jotta nii-
den aikaansaamat glukokortikoidi- sekä mineralokortikoidivaikutukset ylläpitävät muun 
muassa eläimen elintärkeää aineenvaihdunnan säätelyä yhdessä aivolisäkkeestä va-
pautuvien hormonien kanssa. Glukokortikoidivaikutuksiksi nimitetään esimerkiksi korti-
kosteroidien tulehduksia hillitseviä vaikutuksia sekä hiilihydraatti-, proteiini- ja rasva-ai-
neenvaihduntaan kohdistuvia säätelyvaikutuksia. Mineralokortikoidivaikutukset sen si-
jaan tarkoittavat kortikosteroidien säätelyvaikutuksia solujen neste- ja elektrolyyttitasa-
painoon. Synteettisillä glukokortikoideilla on tutkimuksissa todettu olevan ”luonnollisiin” 
kehon glukokortikoidihormoneihin verrattuna huomattavasti voimakkaammat glukokorti-
koidivaikutukset, mutta vastaavasti paljon vähäisemmät mineralokortikoidivaikutukset. 
Synteettisiä glukokortikoideja käytetäänkin näin ollen yleisesti lääkeaineina sekä ihmi-
sillä että eläimillä. [1, s. 687–689.]  
Alla olevassa kuvassa 1 on esitettynä kortikosteroidien yleinen kemiallinen rakenne.  
 
Kuva 1. Kortikosteroidien yleinen kemiallinen rakenne sekä rakenteen sisältämien hiiliatomien nu-
merointi [2, s. 920]. 
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Kortikosteroidien yleinen kemiallinen rakenne sisältää yhteensä 21 hiiliatomista muodos-
tuvan nelirenkaisen steroidiyhdisteiden runkorakenteen (engl. gonane) sekä hiiliatomiin 
nro 17 kiinnittyneen ketonisen sivuryhmän -CO-CH2OH. Steroidirungosta löytyy kaksi 
kappaletta toisiinsa kiinnittynyttä kuuden hiiliatomin muodostamaa sykloheksaaniren-
gasta, yksi kaksoissidoksia sisältävä kuusiorengasrakenne sekä yksi viiden hiiliatomin 
(numerot 13–17) muodostama rengas. Tärkeimpiin kortikosteroidien rakenteeseen kiin-
nittyneisiin, gluko- ja mineralokortikoidivaikutuksia synnyttäviin funktionaalisiin sivuryh-
miin kuuluvat muun muassa hiilen nro 3 sisältämä ketoniryhmä (-C=O) sekä niin ikään 
hiilien nro 1-2 sekä nro 4-5 väliset tyydyttymättömät hiili-hiilikaksoissidokset. Spesifistä 
glukokortikoidivaikutusta aikaansaavat sekä voimistavat myös hiiliatomien nro 11 sekä 
nro 17 sisältämät hydroksyyliryhmät (-OH). [3.] 
Beetametasoni (BM) ja deksametasoni (DM) ovat toistensa stereoisomeerejä, joiden 
identtisessä kemiallisessa rakenteessa metyyliryhmät (-CH3) hiiliatomeissa nro 16 ovat 
avaruudellisesti suuntautuneet eri asentoon. Prednisolonin (PRED) sekä metyylipred-
nisolonin (METPRED) puolestaan erottaa kemialliselta rakenteeltaan toisistaan metyyli-
prednisolonin rakenteessa kuudennessa hiiliatomissa sijaitseva metyyliryhmä (-CH3). 
[3.] 
Alla olevissa kuvissa 2-4 on esitettyinä synteettisiin kortikosteroideihin kuuluvien beeta-
metasonin (C22H29FO5), deksametasonin (C22H29FO5), prednisolonin (C21H28O5) sekä 
metyyliprednisolonin (C22H30O5) kemialliset sidosrakenteet, joissa näkyvät steroidirun-
koon kiinnittyneiden ryhmien avaruudelliset suuntautumiset kolmiulotteisuutta tavoittele-
vin viivamerkein. 
 
Kuva 2. Beetametasonin (C22H29FO5, vas.) sekä deksametasonin (C22H29FO5, oik.) kemialliset sidos-
rakenteet [1, s. 688]. 
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Kuva 3. Prednisolonin (C21H28O5) kemiallinen rakenne [1, s. 688]. 
 
Kuva 4. Metyyliprednisolonin (C22H30O5) kemiallinen rakenne [1, s. 688]. 
Synteettiset kortikosteroidit jaetaan kolmeen ryhmään niiden gluko- sekä mineralokorti-
koidivaikutusten kestoaikojen mukaan [1, s. 688–689]: 
 lyhytvaikutteiset fluorittomat glukokortikoidit (mm. prednisoni, prednisoloni 
sekä metyyliprednisoloni) 
 keskivaikutteiset glukokortikoidit (mm. triamsinoloni) 
 pitkävaikutteiset fluoria sisältävät glukokortikoidit (mm. beetametasoni sekä 
deksametasoni) 
Kortikosteroidien vaikutukset ihmisten ja eläinten soluissa ilmentyvät yleensä niiden si-
toutuessa noin 800 aminohapon pituisiin steroidireseptoriproteiineihin GRα ja GRβ koh-
dekudoksen solujen sytoplasmassa eli solulimassa. Sitoutuminen saa aikaan ligandi-re-
septorikompeksiyhdisteen siirtymisen sytoplasmasta sisälle solun tumaan sekä kyseisen 
kompleksin kiinnittymisen kohdegeenin DNA-ketjun säätelyalueelle. Tällöin kyseinen 
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geeni joko aktivoituu tai sammuu riippuen hormonin vaikutustavasta. Aktivoituminen 
tuottaa lisääntyneen määrän kohdegeeniä vastaavaa lähetti- eli mRNA-molekyyliä, mikä 
puolestaan johtaa kyseisen geenin tehokkaampaan ilmentymiseen eli kohdeproteiinin 
tuotantoon ribosomeilla. Sammunut geeni sen sijaan ei tuota väliaikaisesti ollenkaan 
kohde-mRNA-molekyyliä eikä näin ollen myöskään kohdeproteiinia. Immuunivasteiden 
säätelyssä on kortikosteroideilla havaittu olevan myös suoria kohdeproteiinien vuorovai-
kutuksia keskenään, jolloin kortikosteroidien vaikutukset ilmentyvät reseptoriavustuk-
setta. [1, s. 688–690] 
2.1.2 Lääkekäyttö ihmisillä ja eläimillä 
Kortikosteroidit kuuluvat tulehduksia estävien eli anti-inflammatoristen lääkkeiden (AID, 
Anti-inflammatory Drug) joukkoon ja niitä käytetäänkin yleisesti sekä ihmisten että eläin-
ten lääkinnässä tulehduksia hillitsevien, kuumetta alentavien, kipua lievittävien sekä al-
lergia- ja metaboliaoireita helpottavien ominaisuuksiensa takia [4, s. 76–77]. Kortikoste-
roidit estävät tulehdustiloja muun muassa säännöstelemällä kapillaarisuonten laajene-
mista, vähentämällä tulehdusta aiheuttavien solujen tuotantoa sekä estämällä jo tuleh-
tuneiden solujen vapauttamien sytokiiniyhdisteiden synteesiä ja leviämistä [1, s. 689]. 
Kortikosteroideja käytetään kliinisessä lääketieteessä muun muassa astman, nivelreu-
man, tulehduksellisten suolistosairauksien, ihotautien (erityisesti psoriasiksen), erilaisten 
allergioiden sekä joidenkin syöpätyyppien hoidossa [1, s. 691–693]. Tunnettuja kortiko-
steroideja sisältäviä lääkevalmisteita ovat esimerkiksi deksametasonia sisältävä Orion 
Oyj:n valmistama Dexametason® sekä Pfizer Oy:n valmistamat metyyliprednisolonia si-
sältävät Medrol®-sarjan tuotteet [1, s. 688]. 
Kortikosteroidien käytöllä on kuitenkin myös huomattavia kuormitusvaikutuksia keholle, 
kuten esimerkiksi kapillaarisuonten pitkäaikainen sekä epänormaali supistumistila, val-
kosolujen eli leukosyyttien normaalin tulehdustentorjunnan estyminen, solujen normaa-
litilaisen fagosytoosin eli solusyönnin vähentyminen sekä kehon sisältämien tukikudos-
ten tärkeimmän säie-proteiinin, kollageenin syntetisoitumisen vähentyminen. Kortikoste-
roideja sisältävät lääkkeet voivat näin ollen helpottaa henkilön kliinistä tilaa heikentäen 
samalla kehon normaalia immuunipuolustusta antaen mahdollisten infektioiden jatkua 
oireiden poistuttua. [1, s. 689.]. Kortikosteroidit voivat aiheuttaa myös muun muassa os-
teoporoosia (luukatoa) eli luiden haurastumista, koska ne estävät kalsiumin imeytymistä 
ohutsuolesta verenkiertoon samalla lisäten kalsiumin takaisinimeytymistä luukudoksesta 
vereen solujen käytettäväksi sekä eritettäväksi kehosta ulos virtsan mukana [1, s. 694].  
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Lisäksi karjankasvatuksessa kortikosteroidien käytöllä on huomattu olevan karjaeläinten 
elopainoa kasvattavia ominaisuuksia johtuen veden tehokkaammasta varastoitumisesta 
kudoksiin. Toisaalta, kortikosteroideilla on havaittu olevan myös vakavia negatiivisia vai-
kutuksia elintarvikelihan laatuun sekä aisteilla havaittaviin ominaisuuksiin, kuten lihan 
ulkonäköön, hajuun sekä makuun. [4, s. 76–77] 
Kortikosteroidien sekä joidenkin muiden säännösteltyjen aineiden, kuten steroidien sekä 
β-agonistien, yhteiskäytössä ilmenneiden synergeettisten (eli lääkeaineiden vaikutusta 
voimistavien) sekä erilaisten haitallisten lisävaikutusten takia tiettyjen synteettisten kor-
tikosteroidiyhdisteiden käyttö karjataloudessa on Euroopan Unionin Komission lainsää-
dännöllä nykyään tarkasti säännösteltyä. Suomessa sekä muissa EU-maissa kortikoste-
roidien käyttö tuotantoeläimillä on joko kielletty kokonaan tai kyseisten yhdisteiden käy-
tölle on asetettu jäämien enimmäismäärä-arvot eli MRL-arvot (MRL, maximum residue 
limit). [4, s. 76–77.] 
2.1.3 Lainsäädäntö 
Euroopan Unionin Komissio on määrännyt asetuksessaan N:o 37/2010 neljälle tässä 
opinnäytetyössä tutkittavalle synteettiselle kortikosteroidiyhdisteelle (beetametasoni, 
deksametasoni, prednisoloni, metyyliprednisoloni) alla olevasta taulukosta 1 löytyvät 
MRL-arvot nautaeläinten maidolle yksikössä (µg/kg). Lisäksi Euroopan Unionin Komis-
sion asetuksen N:o 37/2010 mukaan glukokortikoideihin kuuluvan metyyliprednisolonin 
käyttö sellaisilla tuotantoeläimillä, joiden maitoa tuotetaan ihmisten elintarvikekäyttöön, 
on ehdottomasti kiellettyä. Kyseiselle yhdisteelle ei sen takia ole asetettu maidon MRL-
arvoa. [5.]  
Taulukko 1. Tutkittavien kortikosteroidien MRL-arvot nautaeläimen maidolle yksikössä µg/kg [5]. 
 
MRL-arvo nautaeläimen 
maidolle (µg/kg) 
Beetametasoni 0,3 
Deksametasoni 0,3 
Prednisoloni 6,0 
Metyylirednisoloni - 
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Kyseisten kortikosteroidiyhdisteiden käytölle on myönnetty kuitenkin lupa synnyttävien 
eläinten lääkinnässä. Kortikosteroidien väärinkäyttöä karjataloudessa pyritään hallitse-
maan muun muassa kehittämällä säännösteltyjen kortikosteroidien seulonta- sekä var-
mennusmenetelmiä laboratoriokäyttöön. [5, s. 76–77.] 
2.1.4 Analysointi laboratoriossa 
Kortikosteroideja on analysoitu paljon erilaisista matriiseista käyttäen kaasukromatogra-
fia-massaspektrometriaa (GC-MS). Kyseinen analyysitekniikka vaatii kuitenkin huomat-
tavan paljon aikaa vievän näytteen derivointivaiheen, koska määritettävät kortikosteroidit 
ovat ominaisuuksiltaan hyvin huonosti haihtuvia yhdisteitä. Derivoinnin eli johdoksen 
muodostuksen seurauksena saadaan aikaiseksi alkuperäisen yhdisteen muunnosmole-
kyyli, joka on helposti haihtuva ja näin ollen huomattavasti paremmin analysoitavissa 
kaasukromatografiaa sisältävällä tekniikalla. GC-MS-tekniikan heikkoutena todettiin ol-
leen myös spesifisyyden puute stereoisomeerien, kuten beeta- ja deksametasonin, erot-
telussa. [4, s. 76–77.] 
Myös korkean erotuskyvyn nestekromatografista tekniikkaa (HPLC, High Performance 
Liquid Chromatography) diodirividetektorilla (DAD, Diode Array Detector) on kokeiltu kor-
tikosteroidien määrittämisessä, mutta sen todettiin olleen huomattavan haastavaa (eri-
tyisesti maidosta) kyseisten tutkittavien kortikosteroidiyhdisteiden ollessa neutraaleja, 
erittäin rasvaliukoisia molekyylejä log P-arvojen ollessa välillä log P = 1,2–1,9. [2, s. 919–
920.] 
Viimeisen kymmenen vuoden aikana kortikosteroidien analysointiin on käytetty enene-
mässä määrin nestekromatografiaa (LC) yhdistettynä erilaisiin massaspektrometrisiin 
määritystekniikoihin, kuten tandemmassaspektrometriaan (MS/MS) sekä lentoaikamas-
saspektrometriaan (TOF, Time of flight). Kyseisten yhdistelmätekniikoiden avulla on 
saatu määritettyä kortikosteroideja kvantitatiivisesti hyvin monenlaisista matriiseista riit-
tävällä herkkyydellä sekä selektiivisyydellä. [2, s. 919–920.] Ionisointitekniikoina on käy-
tetty enimmäkseen sähkösumutusionisaatiota (ESI, Electrospray ionization) sekä kemi-
allista ionisaatiota normaalipaineessa (APCI, Atmospheric pressure chemical ionization). 
Näiden tekniikoiden on havaittu parantavan spesifisyyttä sekä herkkyyttä verrattuna 
aiemmin käytettyyn GC-MS-tekniikkaan. Nykyään erityisesti LC-MS/MS-tekniikka on laa-
jasti käytössä kortikosteroidien seurannassa monijäämäanalyyseissä, joissa määrite-
tään hyvin pieniä määriä kortikosteroideja monimutkaisista matriiseista. [4, s. 76–77.] 
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2.2 Esikäsittely- ja analyysitekniikat 
2.2.1 Entsymaattinen hydrolyysi 
Entsymaattinen hydrolyysi on näytteen esikäsittelyn vaihe, joka suoritetaan yleensä en-
nen varsinaista näytteen puhdistusvaihetta. Tarkoituksena on saada muodostuneet faa-
sin II metaboliittimolekyylit hajotettua, jotta pystytään analysoimaan niihin kiinnittyneet 
analyytit vapaassa muodossa esimerkiksi LC-MS/MS-tekniikalla. Faasin II metaboliitti-
molekyyli syntyy esimerkiksi silloin, kun vapaaseen kortikosteroidihormoniin kiinnitetään 
maksakudoksen metaboliassa glukuronidiryhmä, mikä muuttaa kyseisen yhdisteen mo-
lekyylimassaa ja näin ollen ionisoitumista. Kyseistä metaboliatapahtumaa kutsutaan glu-
kuronidaatioksi. [4, s. 77–78.] 
Glukuronidaatio on ihmisten sekä eläinten kudoksissa tapahtuva metabolia- eli aineen-
vaihduntareaktio, jossa muodostuu faasin II metaboliittimolekyylejä, kuten esimerkiksi 
glukuronideja. Glukuronidien muodostuksen esimerkiksi maksakudoksessa sekä suolis-
tossa suorittavat uridiili-5’-difosfaatti-glukuronyylitransferaasi-perheen (UGT, Uridine 5'-
diphospho-glucuronosyltransferase) membraanisidoksiset entsyymit kuljettaen gluku-
ronyyliryhmän nukleofiilisen funktionaalisen ryhmän (mm. hydroksyyli-, karboksyyli-
happo- tai amiiniryhmän) sisältäville kohdemolekyyleille. Syntyvä glukuronimolekyyli on 
alkuperäistä molekyyliä vesiliukoisempi, vähemmän myrkyllinen sekä helpommin eritet-
tävissä elimistöstä ulos. Esimerkiksi suurin osa sellaisista lääkeaineista, joita elimistö ei 
itse pysty tuottamaan (muun muassa synteettiset kortikosteroidit), käy kudoksissa läpi 
glukuronidaation elimistön detoksifikaatio- eli myrkkyjenpoistoreaktiona. [6, s. 561.]  
Entsymaattisessa hydrolyysivaiheessa näytteen joukkoon pipetoitu entsyymi hajottaa in-
kubointiajan (yleensä + 37 oC 16 h tai +50 oC 4 h) aikana matriisiproteiinien sekä ana-
lyyttien välisiä sidoksia sekä irrottaa tutkittavat analyytit matriisiaineksesta. Kortikoste-
roidien määrityksessä maidosta käytetään yleisesti Helix Pomatia-lajista eristettyä sekä 
puhdistettua β-glukuronidaasientsyymiä, jonka tarkoitus on vapauttaa kortikosteroidiyh-
disteet mahdollisista maidon sisältämistä glukuronidimolekyyleistä ennen analyysivai-
hetta. [7, s. 263.] 
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2.2.2 Kiinteäfaasiuutto 
Kiinteäfaasiuutto (SPE, Solid phase extraction) kemiallisten näytteiden neste-kiinteäfaa-
siuuttokategoriaan (LSE, Liquid-solid extraction) kuuluva esikäsittelymenetelmä, jonka 
tarkoituksena on saada tutkittavat yhdisteet puhdistettua erilaisista matriisimateriaaleista 
sekä epäpuhtauksista ennen varsinaista analyysivaihetta käyttäen erilaisia kiinteitä sor-
benttimateriaaleja. Kiinteäfaasiuutossa tutkittavat yhdisteet saadaan tiettyjen olosuhtei-
den vallitessa kiinnittymään SPE-uuttopylvään sisällä käytettävään huokoiseen sorbent-
timateriaaliin, jolloin samanaikaisesti poistettavaksi tarkoitetut epäpuhtaudet joko kulkeu-
tuvat suoraan pylvään läpi pidättymättä tai vähintään irtoavat suhteellisen helposti sor-
benttimateriaalista pienin puhdistusliuoslisäyksin analyyttejä irrottamatta. Yhdisteiden 
kiinnittymistä sorbenttimateriaaliin kutsutaan retentioksi sekä tutkittavien analyyttien ir-
rottamista sorbenttimateriaalista uuton loppuvaiheessa siihen soveltuvalla liuottimella 
vastaavasti eluutioksi. Eluution saa aikaan käytettävän eluointiliuoksen sekä tutkittavien 
analyyttien väliset, sorbenttimateriaalin ja analyyttien välisiä sidoksia voimakkaammat 
kemialliset vuorovaikutukset. Eluution aikana analyytit liukenevat eluointiliuokseen, irtoa-
vat samalla sorbenttimateriaalista sekä huuhtoutuvat eluointiliuoksen mukana ulos kiin-
teäfaasipylväästä. [8, s. 99–101.]  
Kiinteäfaasiuuton vaiheet ovat sorbenttimateriaalin aktivointi eli kunnostus (engl. condi-
tioning), näytteen lataus pylvääseen (engl. sample loading), pylvään puhdistusvaiheet 
(engl. rinsing) sekä lopuksi tutkittavien analyyttien ulostuontivaihe eli eluutio, kuten alla 
olevassa kuvassa 5 on esitettynä. [9.] 
 
Kuva 5. Kiinteäfaasiuuton (SPE) kulku aktivoinnista eluointiin [9]. 
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Kunnostuksen tarkoituksena on kosteuttaa sekä aktivoida sorbentin toiminnalliset ryh-
mät, jotta analyytit pystyvät myöhemmin niihin kvantitatiivisesti kiinnittymään. Kunnos-
tusliuotin huuhdellaan pois sellaisella nesteellä, joka voimistaa ja tukee juuri tutkittavien 
analyyttien kiinnittymistä sorbenttiin luomalla esimerkiksi sopivat pH-olosuhteet. Näyttei-
den latausta seuraavien pesuvaiheiden tarkoituksena on poistaa mahdollisimman paljon 
matriisiperäisiä epäpuhtauksia analyyttien jäädessä sorbenttiin kiinni.  [8, s. 106–108.] 
Analyyttien retentioon voidaan vaikuttaa muun muassa valitsemalla erilaisista sorbentti-
materiaaleista sekä käytettävistä uuttoliuottimista tutkittavan analyytin kemiallisille omi-
naisuuksille parhaiten soveltuvat materiaalit. Kiinteäfaasiuuton etuja ovat esimerkiksi hy-
vin selektiivinen analyyttien eristämiskyky, huomattavasti pienempi liuotinaineiden kulu-
tus kuin perinteisissä neste-nesteuutoissa (LLE, Liquid-Liquid Extraction) sekä automa-
tisoinnin ja on-line-kytkentöjen monet mahdollisuudet. Kiinteäfaasiuuton tehokkuutta 
puolestaan rajoittavat valittavissa olevien sorbenttimateriaalien sorptio- eli pidätysomi-
naisuuksien toistettavuuden vaihtelevuus sekä sorbenttimateriaalien melko pieni kapa-
siteetti eli analyyttien pidätyskyky. On siis hyvin tärkeää suhteuttaa valittavan sorbentti-
materiaalin määrä ja koko oikein näytteen sisältämien analyyttimolekyylien määrään. [8, 
s. 99–101.] 
Käytettäviä sorbenttimateriaaleja on valittavissa erilaisille analyyteille hyvin moninaisia. 
Karkean nestekromatografiaan perustuvan jaottelun mukaan sorbentit kuuluvat joko nor-
maalifaasisorbentteihin (näyteliuosta poolisemmat) tai käänteisfaasisorbentteihin (näy-
teliuosta poolittomammat). Sorbenttien pohjamateriaalina on yleensä piidioksidi eli silika 
(SiO2), alumiinioksidi eli alumina (Al2O3) tai Florisil-jauhe, joka sisältää silikan (SiO2) se-
assa noin 16 % magnesiumoksidia (MgO) sekä 0,5 % natriumsulfaatti-suolaa (Na2SO4). 
Yleisimpien silikasorbenttien pinta-alat ovat välillä 300–800 m2/g sekä huokoskoko välillä 
4–10 nm. Silikapohjaisten sorbenttien pH-arvojen stabiilisuusalue on välillä pH 2-8, mikä 
on kasvattavat laajemmalla pH-stabiilisuusalueella toimivien polymeeripohjaisten sor-
benttimateriaalien käyttöä. [8, s. 101–103.] 
Sekä normaalifaasi- että käänteisfaasisorbenteissa pohjamateriaalin pintaan on kiinni-
tettynä sorbenttimateriaalin tyypistä riippuen joko poolisia tai poolittomia funktionaalisia 
ryhmiä, joiden tehtävänä on muodostaa sidoksia tutkittavien analyyttien kanssa. Yleisim-
piä poolisia ryhmiä normaalifaasisorbenteissa ovat aminopropyyli (NH2), syanopropyyli 
(CN), dioli (2OH) sekä silika (SI). Vastaavasti yleisimmät käänteisfaasisorbenttien poo-
littomat ryhmät ovat oktadekyylisilaani (C18, Octadecylsilane), oktyyli (C8, Octyl), etyyli 
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(C2), sykloheksyyli (CH) sekä fenyyli (PH). Lisäksi kationin- sekä anioninvaihtosorben-
teissa käytetään omia kyseisiin tarkoituksiin soveltuvia omia ryhmiään, kuten bentsee-
nisulfonyylipropyyliä (SCX, Strong cation exchange, vahva kationinvaihto) sekä trimetyy-
liaminopropyyliä (SAX, Strong anion exchange, vahva anioninvaihto). [8, s. 101–103.]  
Kaikkien mainittujen sidosryhmien sorbenttien tyypit, lyhenteet, nimet sekä kemialliset 
rakenteet ovat esitettyinä alla olevassa taulukossa 2. 
Taulukko 2. Yleisimpien SPE-sorbenttien tyypit, lyhenteet, sidosryhmien nimet sekä kemialliset ra-
kenteet [8, s. 103]. 
Sorbentin tyyppi Lyhenne Sidosryhmän nimi Ryhmän kemiallinen rakenne 
Poolinen 
NH2 Aminopropyyli -Si-CH2CH2CH2NH2 
CN Syanopropyyli -Si-CH2CH2CH2CN 
2OH 
Dioli 
-Si-
CH2CH2CH2OCH2CH(OH)CHOH 
SI Silika -Si-OH 
Pooliton 
C18 Oktadekyylisilaani -Si-C18H37 
C8 Oktyyli -Si-C8H17 
C2 Etyyli -Si-CH2CH3 
CH Sykloheksyyli -Si-C6H11  
PH 
Fenyyli 
-Si-C6H6 (eli –Si-bentseeniren-
gas) 
Vahva kationinvaihto 
SCX Bentseenisulfonyylipro-
pyyli -CH2CH2CH2(C6H6)SO3- 
Vahva anioninvaihto SAX Trimetyyliaminopropyyli -Si-CH2CH2CH2N+H(CH3)3 
Watersin tarjoaman vahvan kationinvaihtopylvään (Waters OASIS® MCX 3cc) sorbent-
timateriaalin sidosryhminä toimivat niin ikään bentseenisulfonyylipropyyliryhmät, joiden 
kemiallinen rakenne on esitettynä alla olevassa kuvassa 6. Kyseisen sorbenttimateriaa-
lin pinnan toiminnallinen rakenneosa koostuu hydrofobisista bentseenirenkaista sekä nii-
hin kiinnittyneistä vahvoina kationinvaihtoryhminä toimivista sulfonyyliryhmistä (-SO3-). 
[10, s. 27.] 
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Kuva 6. Waters OASIS® MCX 3cc- kiinteäfaasiuuttopylvään sorbenttimateriaalin sidosryhmän 
(bentseenisulfolyylipropyyli) kemiallinen rakenne [10, s. 27]. 
2.2.3 Nestekromatografia 
Erittäin korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa (UHPLC, Ultra-High Performance Li-
quid Chromatography) käytetään nykyään yleisesti hyvin monenlaisten, sekä orgaanis-
ten että epäorgaanisten, analyyttipitoisuuksien määrittämiseen suuresta määrästä erilai-
sia matriiseja. Nestekromatografialaitteiston aikaansaama analyyttien erottuminen ko-
lonnissa perustuu analyyttien erilaiseen liukoisuuteen liikkuvien ajoliuosten sekä kolon-
nin sisältämän paikallaan pysyvän nk. stationäärifaasin eli pienten valitun kokoisten kiin-
teiden partikkeleiden kanssa. Nestekromatografialaitteen tärkeimpiä rakenneosia ovat 
pumput, injektori eli automaattinen näytteensyöttäjä (engl. Autosampler), kolonniuuni 
(engl. Column Oven), detektori (engl. Detector) sekä kyseisiä laitteenosia yhdistävät tef-
lon- sekä teräskapillaarit. Detektori on yhteydessä tietokoneeseen sekä jätteiden keräyk-
seen. [11, s. 153–154.] 
Kuvassa 7 on esitettynä UHPLC-laitteiston osat ja niiden keskinäinen järjestys ja yhtey-
det toisiinsa.  
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Kuva 7. Erittäin korkean erotuskyvyn nestekromatografialaitteiston (UHPLC) osat [12]. 
Pumppujen avulla tarvittavat ajoliuokset imetään teflonletkuja pitkin laitteeseen pienessä 
paineessa. Ajoliuosseoksen eri komponentit imetään kukin omista pulloistaan eri pump-
pujen kautta ohuita kapillaariputkia pitkin liuottimien annosteluyksikköön (engl. Solvent 
Delivery Unit), joissa niiden keskinäinen pitoisuus (%) annostellaan. Pumpuista eteen-
päin kohti kolonnia paine nostetaan korkeaksi ja kapillaarit koostuvat näin ollen teräk-
sestä. Ajoliuosseos kulkeutuu teräskapillaareja pitkin injektoriin, josta injektointitilavuu-
deksi asetettu näytemäärä tutkittavaa, nestemäistä näyteainesta syötetään ajoliuoksen 
sekaan korkeaan paineeseen. Näyteliuos kulkeutuu ajoliuoksen mukana kapillaareja pit-
kin kolonniuuniin kiinnitettyyn kolonniin, joka sisältää yhdisteiden erottelemiseen tarvit-
tavan stationäärifaasin eli pienet hiukkaspartikkelit. Kolonnissa näyteliuoksen sisältämät 
yhdisteet kulkeutuvat stationäärifaasin vaikutuksesta eri vauhtia detektorille ja näin ollen 
tutkittavan aineen komponentit saadaan erotettua toisistaan. Detektori pystyy havaitse-
maan kolonnista ulos tulevat aineet ja mittaamaan niiden lähettämää sähköistä signaalia 
ajan funktiona, jolloin tietokoneen laiteohjelmisto piirtää saamastaan informaatiosta kro-
matogrammin. [11, s. 153–154.] 
Käytettävät ajoliuokset koostuvat yleensä kahdesta erillisestä nestemäisestä aineesta, 
joista toinen on vesipitoinen liuosseos sekä toinen puhdas orgaaninen liuotin. Ajoliuosten 
välistä pitoisuussuhdetta muuttamalla pystytään tehokkaasti vaikuttamaan erilaisten tut-
kittavien analyyttien eluutionopeuteen ja laitteiston erottelutehokkuuteen. Käänteisfaasi-
kromatografiassa orgaaniseksi liuotinfaasiksi valitaan yleensä joko metanoli (CH3OH) tai 
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asetonitriili (CH3CN, ACN) sekä vesipohjaisen liuoksen sekaan liuotetaan joissakin ta-
pauksissa pieniä määriä (0,1–0,5 %) muurahais- tai etikkahappoa. Vesipohjaiset ajoliu-
okset voivat myös olla puskuriliuoksia, jolloin niiden valmistus juuri ennen analysointia 
on tarpeellista mahdollisten mikrobikasvustojen vähentämiseksi. Ajoliuokset suodate-
taan aina ennen kolonniin ajamista 0,22–0,45 µm kokoisilla membraaniruiskusuodatti-
milla, jotta ajoliuosten sisältämät suuret hiukkaset eivät pääse tukkimaan ahdasta kolon-
nia. [11, s. 160–162.]  
Nestekromatografialaitteisto voi sisältää kahdenlaisia pumppuja. Näistä nk. resiprookki-
pumput sisältävät kammion, josta edestakaisin liikkuva mäntäosa työntää ajoliuosta yk-
sisuuntaisen venttiilin kautta kolonniin. Pneumaattisissa pumpuissa vastaavasti kaasu 
toimii ajoliuoksen työntäjänä joko suoraan tai mäntäosan avustamana. Jotta pumput pys-
tyvät pumppaamaan nestemäisiä aineita eteenpäin pulssittomasti sekä toistettavasti ta-
saisella virtausnopeudella korkeaa vastapainetta (< 350 bar) vastaan, on niiden oltava 
hyvin kestävästä materiaalista valmistettu. Nestekromatografiassa käytettävät pumput 
ovatkin yleensä mahdollisimman puhdasta teräsmateriaalia, jotta niiden kestävyys ja toi-
mintakyky säilyisivät pitkään. Virtausnopeudet pumpuissa ovat säädettävissä arvoon 15 
ml/min asti, vaikka varsinaisissa analyyseissä käytetäänkin usein alle 1 ml/min virtaus-
nopeuksia. Suuremmalla virtausnopeudella analyytit eluoituvat ulos kolonnista nopeam-
min ja analyysiaika näin ollen lyhenee. Pumppuihin joutuneet ilmakuplat sotkevat hel-
posti tasaisen virtauksen sekä aiheuttavat ylimääräistä vastapainetta, joten ennen varsi-
naisia mittauksia pumput huuhdellaan ilmattomalla ajoliuoksella suurella virtausnopeu-
della kapillaarien ollessa irti kolonnin alkupäästä ohjaten liuokset suoraan jätteisiin. [11, 
s. 163–164.] 
Nestekromatografialaitteen injektori eli näytteensyöttäjä toimii yleensä kokonaan tieto-
koneohjatusti. Injektorit sisältävät injektioneulan, joka annostelee toistettavasti näyteasti-
asta näyteliuosta valitun määrän kapillaarisilmukkaan eli looppiin, josta näytemäärä siir-
tyy korkeapaineiseen kapillaariin ja sieltä kohti kolonnia. Injektoriosa on yhteydessä jät-
teidenkeräykseen, joten tietokoneohjatusti voidaan päättää näyteliuoksen menoajoajan-
kohta kolonniin sekä vastaavasti jätteisiin. Injektioneula pestään aina näytteiden syöttä-
misten välissä, jottei edellinen näyteliuos kontaminoi seuraavaa näytettä. Käytettävät in-
jektiotilavuudet ovat yleensä 0,5–5 µl. [11, s. 165.] 
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UHPLC-laitteistojen kolonniuuneissa sijaitsee yleensä kuusi paikkaa kolonnien kiinnittä-
miseen. Kolonnit ovat tyypillisesti hyvin ohuita teräsputkia, joiden sisähalkaisijat ovat pi-
tuudeltaan noin 2 mm. Kolonnien sisältämien stationäärifaasipartikkelien hiukkaskoko 
vaihtelee pituusvälillä 1,6–2,6 µm laitteistoista riippuen. [12.] Kolonnin päihin asetellut 
huokoiset frittilevyt pitävät kolonnin sisällä sijaitsevan stationäärifaasimateriaalin paikoil-
laan sekä erilliset kartiotiivisteet liittävät kolonnin tiiviisti kiinnitettävään kapillaariin. Pit-
kään kolonniin valitaan yleensä suuremmat partikkelit. [11, s. 154–156.] 
Nestekromatografian kolonnit jaotellaan normaali- sekä käänteisfaasikolonneiksi stati-
onäärifaasien partikkelien sisältämien sidosryhmien perusteella. Normaalifaasikolonnien 
(NP, Normal phase) sidosryhmät ovat poolisia sekä vastaavasti käänteisfaasikolonnien 
(RP, Reverse phase) sidosryhmät poolittomia. Tärkein pooliton sidosryhmä on edelleen 
oktadekyylisilaaniryhmä (C18), jossa stationäärifaasipartikkelien silikapohjamateriaaliin 
on kiinnitettynä 18 hiiliatomin muodostama pooliton hiiliketju vetyatomineen. [11, s. 154–
156.] 
Detektoreista yleisimpiä ovat ultraviolettisäteily-detektori (UV) sekä valodiodirivi-detek-
tori-detektori (PDA, Photodiode Array). UV/Vis-detektoria käytetään erityisesti silloin, kun 
tutkittavalla yhdisteellä on absorptio UV-säteilyn tai näkyvän valon alueella. [12.] 
LC-MS/MS-tekniikassa tutkittavien analyyttien erottelu tapahtuu aluksi erittäin korkean 
erotuskyvyn nestekromatografian (UHPLC) avulla, jonka jälkeen toisistaan erotellut näy-
tevyöhykkeet ohjataan HPLC-detektorin sijaan suoran näytteensyötön avulla kulkeutu-
maan nestekromatografiin yhdistetyn massaspektrometrilaitteiston ionisaattoriosaan, 
jossa liuotinylimäärä haihdutetaan ja näyte ionisoidaan ennen massa-analysaattorille 
menoa. [11, s. 122–123.] 
2.2.4 Tandemmassaspektrometria 
Massaspektrometrilaitteiston tärkeimmät rakenneosat ovat ionisaattori, massa-analy-
saattori sekä massadetektori [11, s. 122–123]. Kuvassa 8 on esitettynä nestekromato-
grafi-laite yhdistettynä kvadrupoli-massaspektrometri-laitteistoon. 
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Kuva 8. Nestekromatografi-kolmoiskvadrupoli-massaspektrometri-laitteisto [13]. 
Tutkittavat analyyttimolekyylit ionisoidaan ionilähdekammion ionisaattorissa jollakin tar-
koitukseen sopivalla ionisointitekniikalla ja syntyneet ionit kiihdytetään sekä ohjataan 
linssisysteemien avulla kulkeutumaan massa-analysaattoriin (yleisin nk. kvadrupoli tai 
kolmoiskvadrupoli), joka erottelee ionifragmentit niiden massa-varaus-suhteen (m/z, 
Mass-to-Charge ratio) perusteella. Massaspektrometrin detektori (yleisin nk. elektro-
nimonistin, engl. photomultiplier) muuntaa sen läpi kulkeutuneiden ionifragmenttien si-
sältämän energian sähköpulsseiksi, jotka näkyvät intensiteettiviivoina syntyvässä mas-
saspektrissä. Tandemmassaspektrometriassa (MS/MS) sen sijaan useita massaspekt-
rometrilaitteistoja on liitetty toisiinsa peräkkäin, jolloin voidaan erottaa sekä tutkia erityi-
sesti sellaisia analyyttejä, joilla on likimain samanlaiset MS-spektrit sekä retentioajat. 
Tarkoituksena on tällöin ionisoida edelleen saadut ionifragmentit ja tutkia näin saatuja 
tytärioneja äiti-ionien sijaan. [11, s. 122–123, s. 127–128.] 
LC-MS/MS-tekniikan yleisimpiä ionisointitekniikoita ovat normaali-ilmanpaineessa ta-
pahtuvat ionisointitekniikat (API, Atmospheric pressure ionization), joita ovat muun mu-
assa ESI-tekniikka sekä APCI-tekniikka. APCI-tekniikassa käytetään samansuuruisia 
virtausnopeuksia kuin perinteisessä nestekromatografiassa, kun vastaavasti ESI-ioni-
sointia käytettäessä virtausnopeudet ovat aina pienempiä ja käytettävät virtauskapillaarit 
huomattavasti ohuempia kuin HPLC-tekniikoissa. [11, s. 210–213.] 
Kuvassa 9 on esitettynä havaintopiirroksena sähkösumutus-ionisaation vaiheet. 
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Kuva 9. Sähkösumutusionisaation kulku [14]. 
Sähkösumutusionisaatiossa nestekromatografin erittäin ohuessa liitäntäkapillaariput-
kessa kulkevat eri kerroksissa vierekkäin sumuttimeen johdettava typpikaasuvirtaus 
(N2), nestekromatografin näytteen tuova sumuvirtaus sekä vastaan tuleva kuuma kui-
vauskaasuvirtaus (myöskin N2). Näytekapillaariosan sisällä on muutaman kilovoltin jän-
nite suhteessa sumutuskammioon, mikä aiheuttaa ajoliuoksen ylisuuressa määrässä 
(verrattuna näytemolekyyleihin) elektronien poistumisvirtauksen. Tällöin ajoliuoksesta 
syntyy pieniä, muutaman mikrometrin kokoisia sähköisesti varattuja pisaroita, joiden 
koko pienenee entisestään kyseisen liuottimen haihtuessa ja läsnä oleva sähkövaraus 
keskittyy yhä pienemmälle alueelle. Lopulta sähköinen poistovoima ylittää pisaroiden 
pintajännityksen ja pisarat hajoavat vielä pienemmiksi, muutaman nanometrin kokoisiksi 
aerosolihiukkasiksi, jotka ionisoivat vapautuneet näytemolekyylit. Kyseistä ilmiötä kutsu-
taan Coulombiseksi räjähdykseksi [15]. Fragmentaatiota tapahtuu huomattavan vähän, 
koska ionisoivissa aerosolihiukkasissa ei ole enää paljon energiaa jäljellä, jonka turvin 
fragmentaatio voisi edelleen jatkua. Massaspektristä pystytään protonoituneiden adduk-
tien tapauksessa lukemaan protonoituneen näytemolekyylin spektripiikki massa-arvolla 
M + 1, jonka avulla tutkittavien analyyttien alkuperäinen molekyylipaino saadaan selville. 
[11, s. 210–213.] Positiivisen puolen ESI-tekniikka pystyy tuottamaan myös protonoitu-
mattomia addukteja, kuten niin ikään asetaatti- [M+CH3COO]- sekä ammoniumaddukteja 
[M+NH4], jolloin alkuperäisen näyteyhdisteen molekyylipaino saadaan selville vähentä-
mällä tutkittavaan yhdisteeseen kiinnittyneen adduktiryhmän, kuten asetaatti-ionin tai 
ammonium-ionin, molekyylipaino saadusta adduktimolekyylin molekyylipainosta. Joissa-
kin tapauksissa nimenomaan protonoitumaton addukti tuottaa paremman mittaustulok-
sen kuin protonoitunut addukti. [16.] 
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ESI-ionisointitekniikkaa käytetään paljon muun muassa suurten molekyylien (molekyyli-
massa luokkaa 100 000 amu) tutkimisessa. Kyseisen ominaisuuden mahdollistavat ioni-
soinnissa syntyvät suuren varauksen omaavat ionit, jotka pudottavat massa-varaus-suh-
dearvot (m/z-arvot) detektoinnin sekä spektrinmuodostuksen kannalta sopivaan koko-
luokkaan. [11, s. 210–213.] [15.] 
APCI-tekniikkaa käytettäessä nestekromatografin liitäntäkapillaarin vieressä kulkeva 
apukaasuvirtaus (typpeä, N2) sekä kuumennettu sumutinkammio (noin 500 oC, 1 bar) 
haihduttavat suurimman osan liuotinylimäärästä nopeasti pois. Sumutinkammion reu-
nalla sijaitseva koronaneula tuhansien volttien jännitteineen ionisoi satunnaisesti näyte-
sumussa olevia molekyylejä (liuotinjäämiä, apukaasu- että näytemolekyylejä). Sekä po-
sitiivisia että negatiivisia ioneja syntyy ionien törmäillessä toisiinsa kaasufaasissa. Ioni-
sointi onkin erittäin tehokasta, koska normaali-ilmanpaineessa reagoivia komponentteja 
esiintyy runsaasti. APCI-ionisointitekniikkaa käytetään yleensä sellaisille tutkittaville ana-
lyyteille, jotka kestävät noin 500 Celsius-asteen lämpötiloja hajoamatta sekä rasvaliukoi-
sille yhdisteille joiden molekyylimassat ovat noin 1000 amu. [11, s. 210–213.] 
Alla olevassa kuvassa 10 on esitettynä normaalipaineessa tapahtuvan kemiallisen ioni-
saation (APCI) kulku havaintokuvana.  
 
Kuva 10. Normaalipaineisen kemiallisen ionisaation (APCI, Atmospheric Pressure Chemical Ioniza-
tion) kulku [17]. 
Massa-analysaattoreista yleisin on nk. kvadrupoli-analysaattori, joka koostuu neljästä 
yhdensuuntaisesta sauvasta, joista vastakkaiset ovat kytkettyinä sähköisesti toisiinsa. 
Kyseisten sauvojen vakuumissa tuottama värähtelevä sähkökenttä saa aikaan syntynei-
den ionien ohjautumisen sauvaston sisällä. Halutut analyyttimolekyylit (tarkoitukseen so-
pivalla m/z-suhdeluvulla) saadaan lentämään sauvaston läpi detektorille kaikkien mui-
den ionien törmätessä sauvojen seiniin muuttamalla tasa- sekä vaihtovirtajännitteen 
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amplitudia. Ionit erottuvat sitä tarkemmin ja paremmin, mitä pidempään ne viipyvät kvad-
rupolisauvaston sisällä. Tähän vaikuttaa oleellisesti ionien lentonopeus. Kvadrupoliana-
lysaattori on nk. sektorilaite, jonka massaerottelu perustuu sähkö- ja/tai magneettikent-
tien käyttöön ionien lentoratojen muuttavana ”voimana”. Kevyimpien ionien lentoradat 
kaartuvat tällöin eniten ja kulloisellakin hetkellä voidaan sähkökenttää muuttamalla va-
lita, mitkä ionit pääsevät kvadrupolisauvaston läpi. [11, s. 126–128.] 
Tandemmassaspektrometria (MS/MS) toteutetaan yleensä kolmoiskvadrupoli-laitteis-
tona, jossa kolme erillistä kvadrupolisauvastoa on laitteistossa peräkkäin. Kuvassa 11 
on esitettynä tandemmassaspektrometriassa (MS/MS) käytetyn kolmoiskvadrupoli-mas-
saspektrometrilaitteiston tärkeimpien rakenneosien havaintokuva, jossa näkyvät kvadru-
polisauvastot Q1 ja Q3 sekä niiden välissä sijaitseva törmäyskammio (engl. Collision 
Cell). [18.] 
 
Kuva 11. Kolmoiskvadrupoli-massaspektrometrin rakenneosien havaintokuva [17]. 
Ensimmäinen kvadrupoli erottelee kaikista näyteliuoksen ionisoinnissa syntyneistä io-
neista halutun äiti-ionin (engl. Precursor ion), joka sitten eroteltuna muista ioneista tör-
mäytetään keskimmäisessä kvadrupolissa törmäyskaasumolekyylien kanssa (joko pie-
nipaineinen N2- tai Ar-kaasu) sekä näin ollen ionisoidaan sekä fragmentoidaan edelleen. 
Syntyneet tuoteionifragmentit (engl. Product ion) kulkeutuvat kolmannelle kvadrupolille, 
lentävät ohjatusti kvadrupolisauvaston läpi sekä tulevat analysoiduiksi viimeisen kvadru-
polin jälkeen sijaitsevalla detektorilla. [11, s. 213–214.] 
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LC-MS/MS-tekniikan avulla pystytään määrittämään hyvin suurta joukkoa erilaisia kemi-
allisia yhdisteitä, kuten poolisia, ionimuotoisia, termisesti labiileja yhdisteitä sekä myös 
hyvin suurikokoisia molekyylejä. [11, s. 209–212.] LC-MS/MS-laiteajoissa käytetään 
massaspektrometrisen kvantifioinnin menetelmänä MRM-tekniikkaa (engl. Multiple 
Reaction Monitoring), jonka avulla saadaan seurattavaksi ja kvantifioitavaksi ainoastaan 
massavaraussuhde-arvoltaan valitun äiti-ionin ionisaation tuloksena syntynyt uniikki 
fragmentti- eli tytär-ioni. Näin ollen monimutkaisemmankin matriisiaineksen analysoinnin 
tuloksena saadaan yksinkertainen kromatogrammi, jossa on yleensä vain yksi yhdiste-
piikki (kuva 12). Seurattavan uniikin tytärionin valintaa kutsutaan transitioksi (engl. tran-
sition) ja se ilmaistaan kirjoitetussa muodossa seuraavasti: äiti-ionin m/z-arvo -> frag-
mentin m/z-arvo. MRM-seurantamenetelmä on ideaalinen apuväline herkkään sekä spe-
sifiseen kvantifiointiin. MRM-menetelmää kutsutaan toisinaan myös nimellä SRM-mene-
telmä (engl. Selected Reaction Monitoring). [19.] 
  
Kuva 12. SRM-menetelmällä saadaan tulokseksi äiti-ionin yhden uniikin fragmentti-ionin kromato-
grammi. [19]. 
Kemialliselta rakenteeltaan hyvin samankaltaisten molekyylien MS-spektrit erotellaan 
niin ikään käyttäen tandemmassaspektrometriaa (MS/MS) sekä valittujen ionifragment-
tien ionisointia edelleen johtaen erilaisten tyttärentytär-ionien MS-spektrien syntyyn sekä 
yhdisteiden tunnistamiseen ja kvantifiointiin niiden avulla. [11, s. 122–123.] 
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2.3 Validoinnin parametrit 
2.3.1 Matriisin vaikutus, selektiivisyys ja spesifisyys 
Ionisaation suppressio on yksi yleisimmistä matriisiefekteistä biologisia matriiseja tutkit-
taessa. Kyseinen suppressio tarkoittaa LC-MS/MS-tekniikan tapauksessa sitä, että huo-
nosti haihtuvia yhdisteitä tutkittaessa ESI-ionisaationtekniikassa tärkeä pisaranmuodos-
tus-tehokkuus vaihtelee kyseisillä yhdisteillä, mikä vaikuttaa puolestaan varattujen ionien 
syntymismäärään ja näin ollen massa-analysaattorin detektoimaan määrään. Suppres-
sio huonontaa yleensä detektiokykyä, tarkkuutta sekä toistotarkkuutta. Myös mittausalu-
een lineaarisuus saattaa huonontua. [20.] 
Analyysimenetelmän selektiivisyydellä tarkoitetaan sitä, kuinka hyvin kyseisellä mene-
telmällä voidaan kvantitatiivisesti määrittää jokin tietty tutkittava analyytti tai analyytit 
useiden eri yhdisteiden seoksesta niin, että seoksen sisältämät muut yhdisteet eivät häi-
ritse määritystä. Korkean selektiivisyyden omaavia analyysimenetelmiä useiden eri ana-
lyyttien suhteen ovat esimerkiksi kaasu- sekä nestekromatografiset sekä massaspektro-
metriset menetelmät. Vastaavasti huomattavan alhaisen selektiivisyyden omaava ana-
lyysimenetelmä on esimerkiksi happo-emästitraus. [21, s. 10–11.] 
Analyysimenetelmän spesifisyys tarkoittaa yleensä sitä, että menetelmän selektiivisyys 
tutkittavien analyyttien suhteen on hyvin korkea. Tällöin menetelmä on spesifinen tutkit-
tavien analyyttien suhteen ja näin ollen menetelmän avulla pystytään määrittämään ana-
lyytti tai analyytit korkealaatuisesti ja häiriöttä huolimatta seoksen muiden komponenttien 
läsnäolosta. [21, s. 10–11.] 
Spesifisyyden tutkimiseksi laboratoriossa analysoidaan käytettävän menetelmän avulla 
tarvittava määrä (n ≥ 20) edustavia ”nollanäytteitä”, jotka ovat läpikäyneet menetelmän 
sisältämän esikäsittelyn varsinaisten lisäysnäytteiden lailla. Tarkoituksena on etsiä häi-
ritseviä signaaleja/piikkejä siltä alueelta, jolla tutkittavan analyytin eluution oletetaan ta-
pahtuvan. Tutkimusten jälkeen on arvioitava esimerkiksi sitä, aiheuttavatko löydetyt ”häi-
riöaineet” analyyttien väärää tunnistusta, vaikeuttavatko ne analyyttien tunnistusta sekä 
kuinka huomattavaa kyseinen häiriö on tulosten kvantitoinnin kannalta. [22, s. 24.] 
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2.3.2 Oikeellisuus 
Oikeellisuus määritetään osana menetelmän tarkkuutta (engl. accuracy), joka koostuu 
siis oikeellisuudesta (engl. trueness) sekä toistotarkkuudesta (engl. precision). Oikeelli-
suuden mittarina pidetään lukuisten laboratoriomittaustoistojen tuloksena saatujen tulos-
arvojen keskiarvon sekä varmennetun referenssimateriaalin antaman vastaavan arvon 
välistä yhtäpitävyyttä. Mikäli menetelmän oikeellisuus on korkea, mittaustulosten arvot 
ovat näin ollen hyvin lähellä referenssimateriaalin tarjoamaa luotettavaa kohdearvoa. Oi-
keellisuutta tutkimalla pyritään havainnoimaan mahdollisia systemaattisia virheitä ja vas-
taavasti toistotarkkuus antaa lisätietoa mahdollisista satunnaisvirheistä. [21, s. 17.] 
Kuvassa 13 on esitettynä oikeellisuuden (engl. trueness) sekä toistotarkkuuden (engl. 
precision) ero kuvina. Mikäli sekä oikeellisuus että toistotarkkuus ovat alhaisia, mittaus-
tulokset eroavat huomattavasti toisistaan sekä niiden perusteella laskettu mittaustulos-
keskiarvo ei sijaitse lähelläkään teoreettista ”todellista” kohdearvoa. Vastaavasti suurilla 
oikeellisuuden sekä toistotarkkuuden arvoilla mittaustulosten arvojen välinen hajonta on 
pieni sekä mittaustulosten keskiarvo yhtyy teoreettisen kohdearvon kanssa. [21, s. 19.]   
 
Kuva 13. Oikeellisuus (engl. trueness) sekä toistotarkkuus (engl. precision) kuvina [21, s. 21]. 
Analyysitulosten oikeellisuus ilmaistaan usein poikkeamana sertifioidusta eli varmenne-
tusta vertailumateriaalista (CRM, Certified reference material) saatuihin analyysitulosten 
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arvoihin. Vertailumateriaalista saaduilla analyysitulosten mittausarvoilla kuuluu olla sel-
keä jäljitettävyys kansainvälisesti sovittuihin mittanormaaleihin.  [21, s. 18.] 
Oikeellisuus on pyrittävä mahdollisimman usein määrittämään laboratoriossa CRM-ma-
teriaalin avulla analysoimalla kuusi vertailumateriaalin rinnakkaisnäytettä menetelmän 
antamien ohjeiden mukaisesti. Tämän jälkeen lasketaan määritystulosten keskiarvo, 
keskihajonta ja vaihtelukerroin sekä lopuksi menetelmän oikeellisuuden arvo vertaa-
malla saatujen mittausten tulosta sertifioituun tulosarvoon. Mikäli sertifioitua vertailuma-
teriaalia ei kuitenkaan ole syystä tai toisesta saatavilla, voidaan menetelmän oikeelli-
suutta arvioida määrittämällä menetelmän saantoprosentteja (%R, engl. Percent Reco-
very). [22, s. 24.] 
2.3.3 Menetelmän saanto 
Menetelmän saannoksi kutsutaan analyysimenetelmän kykyä mitata tutkittavan analyy-
tin kokonaismäärää näytteessä suoritetun esikäsittelyproseduurin jälkeen. Saannot ovat 
menetelmäkohtaisia, joten ne määritetään aina erikseen kullekin menetelmälle. Saantoa 
häiritsevät sekä rajoittavat tekijät pyritään poistamaan mahdollisimman suuressa määrin 
tarkoitukseen sopivalla esikäsittelyllä. Menetelmän saantoa voidaan tutkia esimerkiksi 
vertaamalla käytetyllä menetelmällä saatuja tuloksia jonkin jo validoidun ja saantoarvoil-
taan tunnetun menetelmän antamiin tuloksiin koskien samaa analyyttiä. Mikäli varmen-
nettua eli sertifioitua referenssimateriaalia on käytettävissä, on mahdollista verrata me-
netelmällä saatuja analyysituloksia myös matriisipohjaisella vertailumateriaalilla saatui-
hin tuloksiin samaa menetelmää käyttäen. Kolmas mahdollisuus menetelmän saantojen 
tutkimiseen on tunnettujen spiikkaus- eli lisäysnäytteiden analysointi sekä saantojen mit-
taus gravimetrisesti, jolloin analyysitulosten vaihtelevuus vähenee. Saantoprosentin ar-
vot kuuluvat aina huomioitavaksi analyysitulosten pohjalta tehtävässä päätöksenteossa, 
kun on kyseessä jonkin tuotteen kelpoisuus. [21, s. 16.] 
Menetelmän saantoprosentti (%R, engl. Percent Recovery) lasketaan seuraavalla las-
kukaavalla 1: 
Kaava 1. Saantoprosentin (%R) laskukaava. 
%𝑅 = ඌ
𝐶ଵ − 𝐶ଶ
𝐶ଷ
ඐ ∙ 100 %, 
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missä C1 = useamman kerran toistetun tunnetulla lisäyksellä tehdyn analyysituloksen 
keskiarvo, C2 = analyysitulos ilman lisäyksiä (nollanäyte) sekä C3 = tunnetun lisäyksen 
teoreettinen arvo. [21, s. 16.] 
Menetelmän saanto määritetään valmistamalla tutkittavien analyyttien suhteen nollamat-
riisiin yhteensä 18 kappaletta väkevöityjä rinnakkaisnäytteitä yleensä kolmella eri pitoi-
suustasolla siten, että kutakin pitoisuustasoa on yhteensä kuusi rinnakkaista yhdessä 
validointisarjassa. Kyseinen menettely toistetaan vähintään kolmena eri laboratoriopäi-
vänä. Lääke- ja vierasainejäämäanalytiikassa, johon tutkittavien kortikosteroidien mää-
rittäminenkin kuuluu, pitoisuustasot määräytyvät asetettujen MRL-arvojen perusteella. 
Pitoisuustasoina ovat tällöin esimerkiksi 0,5 MRL, 1,0 MRL sekä 1,5 MRL. Väkevöidyt 
pitoisuusnäytteet esikäsitellään sekä analysoidaan menetelmän mukaisesti ja näytteiden 
analyysitulosten perusteella lasketaan rinnakkaisnäytteiden saantoprosentit (%R) yllä 
esitetyllä kaavalla 1. [22, s. 26–27.] 
2.3.4 Toistettavuus ja uusittavuus 
Toistettavuudella (engl. repeatability) tarkoitetaan analyysimenetelmän osoittamaa ana-
lyysitulosten täsmällisyyttä, kun analyysit suoritetaan kyseisen menetelmän avulla mah-
dollisimman toistettavissa olosuhteissa. Tällöin on tarkoituksena pitää analysoijat, lait-
teet, reagenssit sekä menetelmäparametrit samoina, jotta saadaan tietoa itse menetel-
män aiheuttamasta tulosten hajonnasta muiden olosuhteiden pysyessä samoina. Tois-
tettavuutta arvioidaan laboratoriossa yleensä valmistamalla sekä analysoimalla ky-
seessä olevalla analyysimenetelmällä useita rinnakkaismäärityksiä useammalla pitoi-
suusasteella. [21, s. 19–20.]  
Yleensä toistettavuuden määrittämiseksi analysoidaan saantoprosenttien (%R) tavoin 
yhteensä 18 osanäytettä kolmella eri pitoisuustasolla (kuusi osanäytettä kutakin pitoi-
suustasoa) sekä analyysin pitoisuustulosten perusteella lasketaan konsentraatioiden 
keskiarvo, keskihajonta sekä vaihtelukerroin (%). Kyseiset mittaukset suoritetaan vielä 
vähintään kahtena eri laboratoriopäivänä, jonka jälkeen konsentraatioista määritettävät 
suureet lasketaan vielä erikseen eri päivien yli. [22, s. 27.] 
Uusittavuus (engl. reproducibility) vastaavasti tarkoittaa sitä täsmällisyyttä, jota kyseessä 
oleva menetelmä analyysitulosten perusteella osoittaa suoritettaessa määrityksiä sa-
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malla menetelmällä eri laboratoriossa eri analyysilaitteiden avulla. Uusittavuudesta voi-
daan saada tietoa järjestämällä laboratorioiden välisiä vertailututkimuksia. Laboratorion 
nk. sisäistä uusittavuutta tutkitaan suorittamalla samasta näytemateriaalista useita rin-
nakkaismäärityksiä pitkän ajan kuluessa. [21, s. 19–20.] 
2.3.5 Päätösraja (CCα) ja osoituskyky (CCβ) 
Päätösrajalla (CCα) tarkoitetaan tilastollista raja-arvoa, jota vastaavilla sekä suuremmilla 
arvoilla voidaan näytteen päätellä olevan kyseessä olevan analyytin suhteen vaatimus-
tenvastainen virhetodennäköisyydellä α. [22, s. 11.] 
Osoituskyvyllä (CCβ) sen sijaan tarkoitetaan pienintä analyyttipitoisuutta, joka voidaan 
tunnistaa ja/tai kvantifioida näytteestä virhetodennäköisyydellä β. Mikäli analyytille ei ole 
vahvistettu sallitun rajan arvoa, osoituskyvyn (CCβ) arvona toimii se pienin analyyttipitoi-
suus, jolla käytettävä menetelmä kykenee osoittamaan kontaminoidut näytteet tilastolli-
sella todennäköisyydellä 1-β. Vahvistetun sallitun rajan analyyteille osoituskyky (CCβ) on 
se analyyttipitoisuus, jolla menetelmä kykenee osoittamaan sallitut raja-arvo-pitoisuudet 
tilastollisella todennäköisyydellä 1-β. [22, s. 11.]     
2.3.6 Analyytin stabiilisuus 
Analyytin stabiilisuudeksi kutsutaan kyseisen aineen ominaisuutta olla aiheuttamatta 
huomattavia poikkeamia menetelmän avulla suoritettaviin analyysituloksiin säilytyksen 
tai määrityksen aikana. Analyyttien stabiilisuutta voidaan tutkia sekä liuoksessa että mat-
riisiaineksessa. [22, s. 25–26.] 
Liuosstabiilisuutta voidaan tutkia valmistamalla tuoreista analyytin kantaliuoksista tarvit-
tavat laimennokset, määrittämällä heti tuoreen testiliuoksen sisältämä analyyttipitoisuus, 
säilyttämällä tämän jälkeen testiliuosta asianmukaisesti tutkimuksen kohdeolosuhteissa 
(lämpötila, aika) ja määrittämällä lopuksi säilytetyn testiliuoksen analyyttipitoisuus. Jäl-
jellä olevan analyytin konsentraatio (%) lasketaan kustakin säilytetystä testiliuoksesta 
seuraavalla laskukaavalla 2. 
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Kaava 2. Jäljellä olevan analyytin pitoisuuden (%) laskeminen säilyvyysmittausten avulla. 
𝐽ä𝑙𝑗𝑒𝑙𝑙ä 𝑜𝑙𝑒𝑣𝑎𝑛 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑦𝑡𝑖𝑛 𝑝𝑖𝑡𝑜𝑖𝑠𝑢𝑢𝑠 (%) =
𝐶௜ ∙ 100 %
𝐶௧௨௢௥௘
, 
missä Ci = analyytin konsentraatio tietyllä ajan hetkellä sekä Ctuore = tuoreen analyyttiliu-
oksen konsentraatio. Mikäli testiliuoksen sisältämä analyyttipitoisuus on huomattavasti 
muuttunut (yleensä vähentynyt) säilytyksen aikana, voidaan päätellä analyyttien olevan 
epästabiileja kyseisissä säilytysolosuhteissa.  [22, s. 25–26.] 
Analyytin stabiilisuutta matriisiaineksessa voidaan vastaavasti tutkia käyttämällä analyyt-
timolekyyleillä väkevöityjä aitoja matriisiaineksia (vrt. CRM-materiaali), jotka tulee analy-
soida tuoreeltaan sekä säilyttää asianmukaisesti määritysten välillä vähintään lämpöti-
lassa -20 oC. Mikäli sellaisia materiaaleja ei ole syystä tai toisesta saatavilla, on käytet-
tävä varmistettua nollamatriisia, joka homogenoidaan, niin ikään väkevöidään analyy-
teillä sekä analysoidaan heti sekä säilytyksen yhteydessä halutuin aikavälein, esimer-
kiksi 1, 2, 4 ja 20 viikon kuluttua.  [22, s. 25–26.] 
2.3.7 Mittausalue ja lineaarisuus 
Mittausalueella tarkoitetaan sitä määrityspisteiden arvojen kokoelmaa, joka on saatu mi-
tattua käyttäen keskenään samaa mittausmenetelmää. Tärkeää on, että kyseiselle mit-
tausmenetelmälle on validoinnin yhteydessä määritelty mittausepävarmuus, jonka turvin 
menetelmän suorituskykyä voidaan arvioida. Tutkittavia analyyttejä määritettäessä kvan-
titatiivisesti pysytään valitulle mittausalueelle asetettujen rajojen sisällä, jotta menetel-
män aiheuttama mittausepävarmuus pysyy mahdollisimman pienenä. [21, s. 11–12.] 
Mittausalueen lineaarisuudella tarkoitetaan sitä ominaisuutta, kun käytettävä analyysi-
menetelmä osoittaa valitulla mittausalueella tilastollisesti hyväksyttävän korrelaation 
saatujen analyysitulosten sekä näytteiden sisältämien tutkittavien analyyttien pitoisuu-
den välillä. Analyysimenetelmän mittausalue on näin ollen lineaarinen, mikäli analyysi-
menetelmän mittausjärjestelmästä ulostulevan analyytin pitoisuuden muutoksen suhde 
sisään laitetun analyytin pitoisuuden muutokseen on vakio. Tällöin analyysimenetelmän 
mittausjärjestelmän antamaa suureen arvoa (esimerkiksi kromatogrammien piikin pinta-
ala-arvoa) vastaa yksiselitteisesti jokin analyytin pitoisuusarvo. [21, s. 12–13.] 
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3 Työn suoritus 
3.1 Menetelmän kehityksen suunnittelu 
Koska kortikosteroidien määritykseen LC-MS/MS-laitteistolla ei ollut olemassa minkään-
laista valmista ja validoitua talonsisäistä menetelmää, niin menetelmän kehitysvaihe aloi-
tettiin suorittamalla kirjallisuuskatsaus jo kehitettyjen LC-MS/MS-tekniikkaa sekä maito-
matriisia käyttävien menetelmien pariin. Tieteellisiä artikkeleita etsittiin Metropolian kir-
jaston sivustojen kautta mm. EBSCO-tietokannasta. Tarkoituksena oli löytää oman me-
netelmän kehitysvaiheen pohjaksi sellainen tieteellinen artikkeli, jossa oli määritettynä 
tutkittavia MRL-arvon omaavia synteettisiä kortikosteroideja LC-MS/MS-tekniikalla nau-
taeläimen maidosta. Löydettyjen tieteellisten artikkelien perusteella valittiin oman mene-
telmäkehityksen pohjaksi yksi kansainvälisten tutkijoiden validoima menetelmä (Tölgyesi 
et al.) [2], jossa määritettiin nimenomaan MRL-arvon omaavia synteettisiä kortikoste-
roideja lehmänmaidosta LC-MS/MS-tekniikalla. Artikkelin ja muun tarpeellisen kirjallisuu-
den perusteella suunniteltiin tutkittaville kortikosteroideille soveltuva kromatografia-mas-
saspektrometria-ohjelma ja näytteiden esikäsittelyproseduuri, jonka oli tarkoituksena 
puhdistaa tutkittavat kortikosteroidit mahdollisimman tehokkaasti kaikesta matriisiainek-
sesta.   
Valitussa artikkelissa (Tölgyesi et al.) [2] maidon esikäsittelyvaihe oli huomattavan yk-
sinkertainen ja suoraviivainen, mikä oli yksi toivottu ominaisuus kehitettävältä kortikoste-
roidimenetelmältä. Valitun artikkelin menetelmä perustui vahvasti kationinvaihtokatego-
riaan kuuluvan kiinteäfaasiuuttopylvään (MCX-pylväs) käyttöön, jolloin tutkittavat syn-
teettiset kortikosteroidit saatiin liuoksen pH-olosuhteita muuttamalla sähköisesti positii-
visesti varattua sekä kiinnitettyä voimakkaasti MCX-pylvään negatiivisen vastavarauk-
sen omaaviin sidosryhmiin epäpuhtauksien virratessa ulos pylväästä.  
Orgaanisten liuotinten käyttö oli myös koko esikäsittelyproseduurin aikana huomattavan 
vähäistä verrattuna useaan muuhun kansainvälisesti validoituun menetelmään, mikä oli 
myös tärkeä kriteeri valittaessa kokeiltavaa menetelmää löydettyjen artikkelien joukosta. 
Valitussa menetelmässä käytettiin paljon suhteellisen myrkytöntä 5 % etikkahappoa (pH 
2.3), joka toimi yhtenä SPE-pylväiden aktivointiliuoksena, näytteiden aktivointiliuoksena 
ennen pylväsvaihetta sekä SPE-pylväiden pesuliuoksena. 
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3.2 Laitteet, reagenssit ja standardit 
Työssä käytettiin seuraavia välineitä sekä laitteita: 
 Hach Lange sensION™ + pH3 – pH-mittari ja pH 4, 7, 10 kalibrointiliuokset 
 Heraeus Multifuge 3 S-R – sentrifugi 
 Mettler AT261 DeltaRange® FACT – analyysivaaka 
 Milli-Q® Advantage A10 – vedenpuhdistusjärjestelmä  
 Pall Acrodisc GHP 0,2 µm, 13mm membraaniruiskusuodatin sekä 1 ml ruiskut 
 Phenomenex Kinetex® C18-kolonni, 2,6 µm, 75x3 mm, eränumero: 5569–197  
 Phenomenex Kinetex® bifenyyli-kolonni, 2,6 µm, 100x2,1 mm, eränumero: 
5715–0041. 
 Shimadzu Nexera X2 nestekromatografia-laitteisto sekä LCMS-8050 tandem-
massaspektrometriyksikkö kolmoiskvadrupolilla 
 Thermo Scientific Finnpipette® F2 – automaattipipetti, 5-50 µl, 20–200 µl, 100–
1000 µl sekä 0,5-5 ml sekä pipetinkärjet 
 Waters OASIS® MCX 3cc – kiinteäfaasiuuttopylväs (Part no 186000254, LOT#: 
012636153A, LOT#: 008832010A) 
 Zymark Turbo Vap® LV – typpihaihdutin ja typpihaihdutusputket, 10ml 
 Scientific Industries VORTEX-GENIE 2 – vorteksointilaite 
 mittapullot 1000 ml, 500 ml, 5 ml sekä 2 ml 
 liuottimien pulloannostelija sekä erikokoiset annostelulisäputket 
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 erikokoiset dekantterilasit, lusikat, korkit, putkitelineet yms. 
Työssä käytettiin seuraavia reagensseja sekä standardeja: 
 Asetoni (CH3COCH3), Merck, LiChrosolv®, ≥ 99,8 %, LOT#: K48168020 633 
 Asetonitriili (CH3CN), Merck, LiChrosolv®, Gradient Grade for LC, LOT#: 
I879530715 
 β-Glukuronidaasi/aryylisulfataasi, Merck, from Helix Pomatia, LOT#: K47925014, 
EC 3.2.1.31 + EC 3.1.6.1 
 Etikkahappo (CH3COOH), Fluka Honeywell, for LC, LOT#: H129A sekä J. T. 
Baker, LOT#: 1311206866 
 Metanoli (CH3OH), Merck, LiChrosolv®, Gradient Grade for LC, LOT#: I0886907 
716 
 Natriumasetaatti (C2H3NaO2), VWR Chemicals, ACS-laatu, LOT#: 15E080006 
 17β-testosteroni-d3-käyttöliuos (C19H25D3O2), 5 µg/ml 
 Beetametasoni, Sigma, Analytical Standard, LOT#: SZBF337XV 
 Deksametasoni, Sigma, Analytical Standard, ≥98 %, LOT#: BCBP8678V 
 Prednisoloni, Sigma, Analytical Standard, ≥99 %, LOT#: SLBM0685V 
 Metyyliprednisoloni, European Pharmacopoera Reference Standard, Code: 
M1750000, ID: 004C22 
Lisäksi kaikki työssä käytetty vesi oli laadultaan ultrapuhdasta vettä Milli-Q®-järjestel-
mästä. 
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3.3 Standardien kanta- ja käyttöliuosten valmistus 
3.3.1 Kantaliuokset 1 mg/ml sekä työliuokset 100 µg/ml 
Tutkittavien synteettisten kortikosteroidien (BM, DM, PRED sekä METPRED) referens-
sistandardien kantaliuokset pitoisuudella 1 mg/ml (= 1000 µg/ml, neljä erillistä pulloa) 
valmistettiin punnitsemalla 20 mg kunkin kortikosteroidiyhdisteen kiinteää standardijau-
hetta omalle punnitusalustalleen sekä liuottamalla punnitut standardijauheet 20 millilit-
raan metanolia (CH3OH) erillisissä pulloissa.  
Valmiista kantaliuoksista valmistettiin sen jälkeen kullekin tutkittavalle kortikosteroidiyh-
disteelle metanoliin liuottaen (CH3OH) kymmenkertaisten laimennosten avulla pitoisuu-
den 100 µg/ml välilaimennokset pipetoimalla 50 millilitran mittapulloihin 5 ml kunkin kor-
tikosteroidin kantaliuosta (1 mg/ml = 1000 µg/ml) sekä täyttämällä mittapullot merkkivii-
vaan asti metanolilla (CH3OH).  
3.3.2 Laiteoptimoinnin käyttöliuokset 1 µg/ml 
Laiteoptimointia varten valmistettiin pitoisuuden 1 µg/ml standardikäyttöliuokset kustakin 
neljästä tutkittavasta kortikosteroidista kymmenenkertaisten laimennosten avulla käyt-
täen aloitusliuoksina pitoisuuden 100 µg/ml työliuoksia. Kyseiset standardiliuoslaimen-
nokset valmistettiin kuvassa 14 esitetyn laimennoskaavion mukaisesti.  
 
 
 
 
 
Kuva 14. Kortikosteroidien laimennoskaavio laiteoptimointia varten. 
Liuokset valmistettiin 10 millilitran mittapulloihin pipetoimalla 1 ml aina edellisen valmiin 
pitoisuustason liuosta. Tarvittava välilaimennos 10 µg/ml valmistettiin metanoliin, kun 
vastaavasti laiteoptimointiin käytettävien pitoisuuksien 1 µg/ml mittapullot täytettiin 50 % 
 
METPRED 100 µg/ml  BM 100 µg/ml  PRED 100 µg/ml  DM 100 µg/ml  
  
BM 10 µg/ml  DM 10 µg/ml  PRED 10 µg/ml  METPRED 10 µg/ml  
 
   
BM 1 µg/ml  DM 1 µg/ml  PRED 1 µg/ml  METPRED 1 µg/ml  
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metanolilla (CH3OH), johon oli lisätty 0,1 % etikkahappoliuosta (CH3COOH). Kyseinen 
liuosseos valmistettiin ennen käyttöä 50 millilitran mittapulloon pipetoimalla 0,1 ml etik-
kahappoa (CH3COOH) sekä täyttämällä mittapullo ultrapuhtaalla vedellä. Tämän jälkeen 
kyseiseen etikkahappoliuokseen lisättiin 50 ml metanolia (CH3OH), jolloin liuoksen ko-
konaispitoisuus oli 100 ml ja etikkahappopitoisuus kokonaisuudessaan 0,1 %.  
3.3.3 Yhteisliuokset 5 µg/ml, 1 µg/ml sekä 0,1 µg/ml 
Valmistetuista kortikosteroidien välilaimennoksista pitoisuuksilla 100 µg/ml valmistettiin 
vielä erikseen kaikkien tutkittavien kortikosteroidien yhteiset standardityöliuokset pitoi-
suuksilla 5 µg/ml sekä 0,1 µg/ml. Kuvasta 15 löytyy kyseisten kortikosteroidien yhteis-
liuosten valmistuksen laimennoskaavio. 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 15. Kortikosteroidien yhteisliuosten laimennoskaavio 
Käyttöliuos 5 µg/ml (beetametasoni, deksametasoni, prednisoloni sekä metyylipredniso-
loni) valmistettiin 50 millilitran mittapullossa pipetoimalla kutakin tutkittavan kortikoste-
roidin työliuosta pitoisuudella 100 µg/ml yhteensä 2,5 ml kyseiseen mittapulloon ja täyt-
tämällä mittapullo sen jälkeen metanolilla (CH3OH). Kortikosteroidien yhteinen työliuos 
pitoisuudella 0,1 µg/ml valmistettiin 20 millilitran mittapullossa pipetoimalla juuri valmis-
tettua työliuosta (5 µg/ml) yhteensä 0,4 ml mittapulloon ja täyttämällä mittapullo sitten 
merkkiviivaan asti metanolilla (CH3OH). 
Pitoisuuden 1 µg/ml yhteisliuos laiteoptimointiajoja varten valmistettiin seuraavassa ku-
vassa 16 esitetyn laimennoskaavion avulla. 
Yhteisliuos BM, DM, PRED sekä METPRED 5 µg/ml 
 
METPRED 100 µg/ml BM 100 µg/ml  PRED 100 µg/ml  DM 100 µg/ml  
 
   
Yhteisliuos BM, DM, PRED sekä METPRED 0,1 µg/ml 
32 
  
 
 
 
 
Kuva 16. Kortikosteroidien yhteisliuosten laimennoskaavio 
Yhteisliuos 1 µg/ml valmistettiin 5 millilitran mittapulloon siten, että kunkin tutkittavan kor-
tikosteroidin laimennosta pitoisuudella 10 µg/ml pipetoitiin kyseiseen mittapulloon 0,5 ml. 
Tämän jälkeen mittapullo täytettiin merkkiin 50 % metanolilla (CH3OH), johon oli lisätty 
0,1 % etikkahappoliuosta (CH3COOH). 
3.3.4 Validoinnin yhteisliuokset 
Validointimittauksia varten valmistettiin kortikosteroidien yhteisliuos, joka sisälsi beeta- 
ja deksametasonia (BM ja DM) kumpaakin 0,015 µg/ml sekä prednisolonia ja metyyli-
prednisolonia (PRED ja METPRED) kumpaakin 0,30 µg/ml. Kyseisen yhteisliuoksen val-
mistamiseen päädyttiin laskemalla esimerkkinä 0,5 MRL-lisäystasoon tarvittavien korti-
kosteroidien määrät:  
Beeta- sekä deksametasonille 0,5 MRL-taso tarkoitti pitoisuutta 0,15 µg/kg (= 0,15 ng/g), 
joka puolestaan tarkoitti 0,75 ng metasonia 5 grammassa maitoa. Näin ollen yhteen mai-
tonäytteeseen (5 g ≈ 5 ml) haluttiin saada 0,75 nanogrammaa kumpaakin metasoniyh-
distettä. Ja kyseinen määrä 0,75 ng metasonia saatiin pipetoimalla 0,015 µg/ml-pitoista 
liuosta yhteensä 50 µl (0,015 µg/ml = 15 ng/1000 µl = 0,75 ng/50 µl).  
Kyseiset laskut suoritettiin myös prednisoloniyhdisteille, joita 0,5 MRL-lisäystasoon ha-
luttiin saada 3,0 µg/kg (= 3,0 ng/g) eli 15 ng viiteen grammaan maitoa. Näin ollen kum-
paakin prednisoloniyhdistettä tarvitsi pipetoida yhteensä 50 µl käyttäen 0,30 µg/ml-pi-
toista liuosta (0,3 µg/ml = 300 ng/1000 µl = 15 ng/50 µl). Tämän jälkeen sekä metasonien 
että prednisoloniyhdisteiden laskujen tulokset yhdistettiin ja todettiin, että 0,5 MRL-li-
säystason saavuttamiseen tarvittiin 50 µl yhteisliuosta, joka siis sisälsi seuraavat määrät 
tutkittavia yhdisteitä: 
BM 10 µg/ml  DM 10 µg/ml  PRED 10 µg/ml  METPRED 10 µg/ml  
   
Yhteisliuos BM, DM, PRED sekä METPRED 1 µg/ml  
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 beeta- ja deksametasonia kumpaakin 0,015 µg/ml 
 prednisolonia sekä metyyliprednisolonia kumpaakin 0,30 µg/ml 
Kyseisen yhteisliuoksen (BM & DM 0,015 µg/ml ja PRED & METPRED 0,30 µg/ml) val-
mistamista varten valmistettiin aluksi beeta- ja deksametasonin yhteisvälilaimennokset 
5 µg/ml ja 0,5 µg/ml sekä prednisoloniyhdisteiden yhteisvälilaimennos 5 µg/ml seuraa-
vasti: Yhteisvälilaimennokset (BM & DM 5 µg/ml sekä PRED & METPRED 5 µg/ml) val-
mistettiin 25 millilitran mittapulloon pipetoimalla 100 µg/ml-pitoisia beeta- ja deksameta-
sonien tai vastaavasti prednisoloniyhdisteiden työliuoksia kumpaakin 1,25 ml mittapul-
loon sekä täyttämällä tämän jälkeen kyseinen mittapullo metanolilla (CH3OH). Meta-
soniyhdisteiden laimeampi yhteisvälilaimennos (0,5 µg/ml) valmistettiin sen sijaan 25 
millilitran mittapulloon pipetoimalla juuri valmistettua 5 µg/ml-pitoista metasonien yhteis-
välilaimennosta yhteensä 2,5 ml mittapulloon sekä täyttämällä tämän jälkeen kyseinen 
mittapullo metanolilla (CH3OH).  
Varsinainen yhteisliuos (BM & DM 0,015 µg/ml ja PRED & METPRED 0,30 µg/ml) val-
mistettiin pipetoimalla 25 millilitran mittapulloon 0,5 µg/ml-pitoista beeta- ja deksameta-
sonien yhteisvälilaimennosta yhteensä 750 µl, 5 µg/ml-pitoista prednisoloniyhdisteiden 
yhteisvälilaimennosta yhteensä 1,5 ml sekä täyttämällä sitten kyseinen mittapullo merk-
kiviivaan asti metanolilla (CH3OH). Kuvassa 17 on esitettynä validoinnissa tarvittavien 
kortikosteroidiliuosten laimennoskaavio.  
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 17. Validoinnissa tarvittavan kortikosteroidien yhteisliuoksen (BM & DM 0,015 µg/kg sekä 
PRED & METPRED 0,30 µg/kg) valmistuksen laimennoskaavio. 
Yhteisliuos BM & DM 0,015 µg/ml sekä PRED & METPRED 0,30 µg/ml 
 
BM & DM 5 µg/ml  
METPRED 100 µg/ml  BM 100 µg/ml  PRED 100 µg/ml  DM 100 µg/ml  
PRED & METPRED 5 µg/ml  
BM & DM 0,5 µg/ml   
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3.4 Sisäinen standardi  
Nestekromatografian sisäisenä standardina (ISTD, Internal Standard) tässä työssä käy-
tettävän 17β-testosteroni-d3-yhdisteen (C19H25D3O2) työliuos pitoisuudella 5 µg/ml saa-
tiin käyttövalmiina. Kyseisestä käyttöliuoksesta valmistettiin kahden erisuuruisen pitoi-
suustason (1 µg/ml sekä 0,1 µg/ml) käyttöliuokset 20 millilitran mittapulloihin. Väkeväm-
män käyttöliuoksen (1 µg/ml) mittapulloon lisättiin yhteensä 4 ml valmiina saatua käyttö-
liuosta pitoisuudella 5 µg/ml, jonka jälkeen mittapullo täytettiin merkkiviivaan asti meta-
nolilla (CH3OH). Laimeamman käyttöliuoksen tapauksessa (0,1 µg/ml) valmista käyttö-
liuosta pitoisuudella 5 µg/ml pipetoitiin yhteensä 0,4 ml mittapulloon, jonka jälkeen täyttö 
merkkiin suoritettiin jälleen metanolla (CH3OH). 
3.5 Kromatografisten sekä MS-olosuhteiden optimointi 
3.5.1 Alkuvalmistelut laitteistolla 
Kromatografisten sekä massaspektrometristen olosuhteiden optimointi aloitettiin valmis-
tamalla LC-MS/MS-laitteistossa käytettävät ajoliuokset: A: ultrapuhdas vesi + 0,1 % etik-
kahappoa sekä B: ACN + 0,1 % etikkahappoa (CH3COOH). Kumpaakin ajoliuosta val-
mistettiin yhteensä 500 ml. Näin ollen 500 millilitran mittapulloihin pipetoitiin yhteensä 
0,5 ml etikkahappoliuosta (CH3COOH), jonka jälkeen toinen mittapullo täytettiin ultra-
puhtaalla vedellä (ajoliuos A) ja toinen mittapullo asetonitriilillä (ACN) (ajoliuos B). Ajo-
liuokset siirrettiin mittapulloista sinikorkkisiin säilytyspulloihin ja säilytettiin jääkaapissa 
odottamassa laitemäärityksiä. Vesipohjainen ajoliuos A valmistettiin LC-MS/MS-ajoja 
varten uudelleen joka viikko mikrobikasvustojen välttämiseksi. Ajoliuos B sen sijaan käy-
tettiin LC-MS/MS-ajojen kuluessa loppuun ja sitä valmistettiin vasta tarpeen mukaan li-
sää.  
Työssä käytettiin Shimadzu LCMS-8050 nestekromatografi-tandemmassaspektrometri-
laitteistoa kolmoiskvadrupoli-massaosalla sekä Shimadzun Nexera X2-nestekromato-
grafia-laitteistolla. Alla olevassa kuvassa 18 näkyy Shimadzun Nexera X2-sarjan neste-
kromatografia-laitteiston yksiköt sekä kuvassa 19 Shimadzun LCMS-8050 nestekroma-
tografia-massaspektrometri-yksikkö kolmoiskvadrupolilla. 
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Laitteiston valmisteluun kuului ajopullojen asettelu automaattisen näytteensyöttäjän näy-
tetelineeseen, ajoliuospullojen A ja B kytkeminen käytettävien pumppujen ajoliuoslinjoi-
hin sekä ajoliuoskapillaarilinjojen huuhtelu käytettävillä ajoliuoksilla. 
 
Kuva 18. Shimadzun Nexera X2-sarjan nestekromatografia-laitteiston yksiköt (näytteensyöttäjä, 
pumput sekä kolonniuuni). 
 
Kuva 19. Shimadzu LCMS-8050 nestekromatografia-kolmoiskvadrupoli-massaspektrometri-laite. 
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3.5.2 Seurattavat prekursori- ja tytärionit 
Tyhjän menetelmäpohjan MS-välilehdelle lisättiin aluksi optimoitavien kortikosteroidien 
kirjallisuudesta tarkistetut sekä tyypilliset prekursori- eli äiti-ionit (MRM +/-), joita oli tar-
koituksena seurata massaspektrometriassa ja joiden avulla tutkittavat kortikosteroidit oli 
tarkoitus erotella kvantitatiivisesti muista näytteen sisältämistä yhdisteistä. Tutkittavien 
kortikosteroidien prekursori-ioneina käytettiin positiivisia [M+H]+-molekyylipiikki-ioneja 
[23, 24, 25] sekä ionisaation yhteydessä muodostuneita asetaattiaddukti-ioneja 
[M+CH3COO]- [4, 26], vaikka valitun menetelmän kannalta asetaattiadduktit olivatkin 
oleellisempia valmistettujen ajoliuosten ollessa varsinaisesti niille räätälöityjä.  
Äiti-ionien m/z-arvojen syöttämisen pohjalta LC-MS/MS-laitteiston ohjelmisto asetti au-
tomaattisesti sisäänmenokartion (engl. Cone) sekä törmäyskammion (engl. Collision 
Cell) jännitteet sopiviksi ionisaatiossa äiti-ioneista luonteenomaisesti muodostuville ty-
tärioneille. Tytär-ionit vahvistettiin sopivan kirjallisuuden avulla [4, 23, 24, 25, 26] ja seu-
rattaviksi valitut tytärionit merkittiin kehitettävän menetelmän MS-parametreiksi.  
Menetelmän laiteparametrien optimointia varten valmistetut kortikosteroidien pitoisuu-
den 1 µg/ml erilliset standardiliuokset mitattiin kolonnitta käyttäen valittuja prekursori- ja 
tytärioneja. Näin saatiin aluksi varmistus siitä, että valitut äiti- sekä tytärionien massafrag-
mentit aikaansaavat detektiota.  
Seurattavien [M+H]+- sekä [M+CH3COO]- -prekursori- eli äiti-ionien sekä niistä syntyvien 
tytär-ionien m/z-arvot löytyvät alla olevasta taulukosta 3.  
Taulukko 3. Tutkittavien synteettisten kortikosteroidien seurattavien prekursori- ja tytär-ionien m/z-
arvot [4; 23; 24; 25; 26]. 
 
Prekursori-eli 
äiti-ionit Tytär-ionit 
Prekursori-eli 
äiti-ionit Tytär-ionit 
 
[M+CH3COO]- 
(m/z) [4, 26] 
[M+CH3COO]- 
(m/z) [4, 26] 
[M+H]+ (m/z) 
[23, 24, 25] 
[M+H]+ (m/z) 
[23, 24, 25] 
Beetametasoni 451 361, 307 393 373, 355, 337 
Deksametasoni 451 361, 307 393 355, 337 
Prednisoloni 419 329, 295 361 343, 147 
Metyyliprednisoloni 433 343, 309, 294 375 357, 339 
17β-testosteroni-d3 [27, 28] - - 292 97, 109 
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3.5.3 Kinetex® C18-kolonnin kokeilu 
Kortikosteroidien nestekromatografiseen erotteluun kokeiltiin kahta stationäärifaasiltaan 
erilaista LC-kolonnia, joista toinen oli käytössä menetelmänkehitykseen valitussa mene-
telmässä [2]. Ensiksi kokeiltiin valitun tieteellisen artikkelin käyttämää Phenomenex Ki-
netex® C18-kolonnia (kuva 20), jonka sidosryhminä toimivat yhteensä 18 hiiliatomia si-
sältävät poolittomat oktadekyylisilaaniryhmät (C18) [29].  
 
Kuva 20. Phenomenex Kinetex® C18-kolonni (2,6 µm ja 75x3 mm). 
Kolonnin läpi ajettiin yhden laboratoriopäivän aikana useita kymmeniä yksittäisinjektio-
ajoja kortikosteroidien erillisillä optimointiliuoksilla (1 µg/ml) sopivan nestekromatografi-
sen gradienttiohjelman löytämiseksi käytettävillä ajoliuoksilla A ja B. Lähtökohdaksi va-
littiin taulukon 4 mukainen yksinkertainen gradienttiohjelman, jossa ajoliuoksen B pitoi-
suus nostettiin alkuperäisestä arvosta (5 %) arvoon 100 % ensimmäisen seitsemän ajo-
minuutin aikana, jonka jälkeen pitoisuus laskettiin jälleen arvoon 5 % seuraavan 30 se-
kunnin aikana ja annettiin olla kyseisessä alkuarvossa vielä 2,5 minuuttia ennen ajon 
pysäyttämistä ajan hetkellä 10 min.  Tarkoituksena oli saada yksinkertaisen gradienttioh-
jelman avulla tietoa tutkittavien kortkosteroidien retentioajoista sekä pyrkiä optimoimaan 
niitä mahdollisimman korkeatasoisten piikkien sekä lyhyen ajo-ohjelman saamiseksi. 
Taulukko 4. Laiteoptimointimittausten gradienttiohjelma 1. 
Aika (min) Ajoliuoksen B pitoisuus (%) 
0,10 5 
7,00 100 
7,50 5 
10,00 (STOP)  
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Kyseistä gradienttiohjelmaa (taulukko 4) käytettäessä optimointiajojen erinäiset lämpö-
tila- ja kaasuvirtausarvot olivat seuraavat: 
 Ajoliuosten virtausnopeus 0,4 ml/min 
 Kolonniuunin lämpötila +27 oC 
 Injektiotilavuus 1 µl 
 sumutuskaasun virtausnopeus 2 l/min (engl. Nebulizing Gas Flow) 
 lämmityskaasun virtausnopeus 10 l/min (engl. Heating Gas Flow) 
 Interface-lämpötila 300 oC ja Heat Block-lämpötila 400 oC 
 desolvaatiolinjan lämpötila 250 oC (engl. DL, Desolvation Line Temp.) 
 kuivauskaasun virtausnopeus 10 l/min (engl. Drying Gas Flow) 
Alla olevassa kuvassa 21 on esitettynä ensimmäisestä gradienttiajosta saatu kromato-
grammi, jossa näkyy osan tutkittavista kortikosteroideista eluoituvan selvästi päällekkäin. 
 
Kuva 21. Ensimmäisen gradienttikokeilun kromatogrammi virtausnopeudella 0,4 ml/min ja retentio-
ajoilla: Prednisoloni noin 4,3 min, metyyliprednisoloni noin 4,7 min sekä beeta- ja deksametasoni 
päällekkäin noin 4,8 min. 
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Kortikosteroidit eluoituivat kolonnista seuraavassa järjestyksessä: Prednisoloni ensim-
mäisenä retentioajalla noin 4,3 min, metyyliprednisoloni noin 4,7 min ja isomeerit beeta- 
ja deksametasoni täysin päällekkäin ajanhetkellä noin 4,8 min.  
Gradienttikokeiluajojen aikana testattiin erilaisia gradienttiohjelmia, ajoliuosten virtaus-
nopeuksia (ml/min), kolonniuunin lämpötiloja (oC) sekä injektiotilavuuksia (µl). Myös or-
gaanisen ajoliuoksen B koostumusta muutettiin vaihtamalla ACN metanoliin. Suurim-
maksi haasteeksi gradienttikokeiluissa osoittautui saada beetametasonin ja deksameta-
sonin (molemmilla sama kemiallinen rakenne, C22H29FO5, isomeerit) kromatogrammipii-
kit sen verran erilleen toisistaan, että kyseisten yhdisteiden massaspektrometrinen kvan-
tifiointi nestekromatografisen erottelun jälkeen oli ylipäätään mahdollista.  
Alla olevalla taulukon 5 mukaisella gradienttiohjelmalla ja kasvatetulla virtausnopeuden 
arvolla 0,6 ml/min saatiin kuvan 22 mukainen kromatogrammi. 
Taulukko 5. Laiteoptimointimittausten gradienttiohjelma 2. 
Aika (min) Ajoliuoksen B pitoisuus (%) 
0,50 25 
7,00 40 
7,50 100 
8,00 100 
9,00 25 
10,00 (STOP)  
 
Kuva 22. Kromatogrammi taulukon 5 gradienttiohjelmalla, virtausnopeudella 0,6 ml/min sekä reten-
tioajoilla: Prednisoloni noin 2,75 min, metyyliprednisoloni noin 4,0 min sekä beeta- ja deksameta-
soni jo melkein erillään noin 4,2–4,5 min. 
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Gradienttiohjelman muuttaminen sekä virtausnopeuden kasvattaminen nopeuttivat sel-
västi tutkittavien kortikosteroidien eluoitumista ulos kolonnista sekä erotteli jo jonkin ver-
ran beeta- ja deksametasonien piikkejä toisistaan. Sen sijaan yksittäisajot gradienttioh-
jelmalla (taulukko 5) kokeillen joko korkeampaa kolonniuunin lämpötilaa (+30–35 oC), 
virtausnopeuden kasvattamista (0,6 ml/min) tai injektiotilavuuden pienentämistä (0,5 µl) 
eivät juurikaan parantaneet saatujen kromatogrammien piikkien erottelua toisistaan ver-
rattuna kuvan 22 kromatogrammiin.  
Seuraavissa kuvissa 23 ja 24 on vastaavasti esitettynä taulukon 6 gradienttiohjelmalla 
saatu kromatogrammi, jossa orgaanisena ajoliuoksena B käytettiin asetonitriiliä (CH3CN) 
(kuva 23) tai sen sijaan metanolia (CH3OH) (kuva 24). 
Taulukko 6. Laiteoptimointimittausten gradienttiohjelma 3. 
Aika (min) Ajoliuoksen B pitoisuus (%) 
0,50 25 
7,00 38 
5,50 100 
6,50 100 
7,00 25 
10,00 (STOP)  
  
Kuva 23. Kromatogrammi taulukon 6 gradienttiohjelmalla, virtausnopeudella 0,4 ml/min sekä reten-
tioajoilla 3,80–6,20 min. 
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Kuva 24. Kromatogrammi taulukon 6 gradienttiohjelmalla, virtausnopeudella 0,4 ml/min sekä reten-
tioajoilla 9,00–9,25 min. 
Saatuja kromatogrammeja (kuvat 23-24) vertaamalla huomattiin metanolin käytön ase-
tonitriilin sijaan vaikuttaneen selvästi tutkittavien kortikosteroidien retentioaikojen viiväs-
tymiseen ja kromatogrammipiikkien erottumiseen. Orgaanista ajoliuosta vaihdettaessa 
olisi selvästi tarpeen suunnitella täysin uusi gradienttiohjelma, jotta tutkittavat kortikoste-
roidit eluoituisivat kohtuullisilla retentioajoilla. 
Seuraavan taulukon 7 mukainen gradienttiohjelma osoittautui Kinetex® C18-kolonnia 
käytettäessä loppujen lopuksi parhaaksi gradienttiohjelmaksi, joka pystyi erottelemaan 
erityisesti metasoniyhdisteiden piikit toisistaan tarpeeksi hyvin massaspektrometristä 
analysointia varten. 
Taulukko 7. Laiteoptimointimittausten gradienttiohjelma 4. 
Aika (min) Ajoliuoksen B pitoisuus (%) 
4,75 35 
5,50 100 
6,50 100 
7,00 25 
8,00 (STOP)  
Kyseissä gradienttiohjelmassa kokonaisajoaika lyhennettiin kahdeksaan minuuttiin pois-
tamalla ajon alusta sekä lopusta kaikki ”turhat” alueet, jolloin tutkittavia kortikosteroideja 
ei eluoitunut ollenkaan. Tutkittaville kortikosteroideille luotiin myös omat ajoikkunansa, 
jotka säätelivät kunkin yhdisteen prekursori- sekä tytär-ionien seurattavuuden aikaväliä. 
Ajoikkunoiden ulkopuolella laite ohjasi eluoituneet aineet suoraan jätteisiin, mikä vähensi 
huomattavasti massa-analysaattorin kuormittavuutta. Tutkittavien kortikosteroidien 
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ajoikkunat asetettiin seuraaviin arvoihin: prednisoloni 2,5–3,5 min, metyyliprednisoloni 
3,5–4,4 min sekä beeta- ja deksametasoni 4,20–4,75 min. 
Alla olevissa kuvissa 25 ja 26 on esitettynä taulukon 7 mukaisella gradienttiohjelmalla 
saadut kromatogrammit, kun virtausnopeus oli joko 0,4 ml/min (kuva 24) tai kasvatettu 
arvoon 0,6 ml/min (kuva 25). 
 
Kuva 25. Kromatogrammi taulukon 7 gradienttiohjelmalla, virtausnopeudella 0,4 ml/min sekä reten-
tioajoilla 2,80–4,60 min. 
 
 
Kuva 26. Kromatogrammi taulukon 7 gradienttiohjelmalla, virtausnopeudella 0,6 ml/min sekä reten-
tioajoilla 2,60–4,30 min. 
Kromatogrammien perusteella huomattiin selvästi, että taulukon 7 gradienttiohjelmaa 
käytettäessä ajoliuosten virtausnopeuden kasvattaminen aikaisti tutkittavien kortikoste-
roidien eluutiota. 
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7:DM Acet 451.00>292.15(-) CE: 38.0
7:DM Acet 451.00>307.15(-) CE: 32.0
7:DM Acet 451.00>361.15(-) CE: 18.0
4:BM 392.90>279.20(+) CE: -21.0
4:BM 392.90>355.25(+) CE: -13.0
4:BM 392.90>373.20(+) CE: -10.0
3:DM 392.90>337.10(+) CE: -13.0
3:DM 392.90>355.20(+) CE: -14.0
3:DM 392.90>373.20(+) CE: -10.0
6:METPRED Acet 433.00>294.15(-) CE: 39.0
6:METPRED Acet 433.00>309.15(-) CE: 33.0
6:METPRED Acet 433.00>343.15(-) CE: 17.0
2:METPRED 375.20>321.20(+) CE: -14.0
2:METPRED 375.20>339.20(+) CE: -12.0
2:METPRED 375.20>357.15(+) CE: -12.0
5:PRED Acet 419.00>295.10(-) CE: 34.0
5:PRED Acet 419.00>280.10(-) CE: 37.0
5:PRED Acet 419.00>329.05(-) CE: 19.0
1:PRED 360.90>147.15(+) CE: -25.0
1:PRED 360.90>279.05(+) CE: -14.0
1:PRED 360.90>343.20(+) CE: -11.0
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7:DM Acet 451.00>292.15(-) CE: 38.0
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7:DM Acet 451.00>361.15(-) CE: 18.0
4:BM 392.90>279.20(+) CE: -21.0
4:BM 392.90>355.25(+) CE: -13.0
4:BM 392.90>373.20(+) CE: -10.0
3:DM 392.90>337.10(+) CE: -13.0
3:DM 392.90>355.20(+) CE: -14.0
3:DM 392.90>373.20(+) CE: -10.0
6:METPRED Acet 433.00>294.15(-) CE: 39.0
6:METPRED Acet 433.00>309.15(-) CE: 33.0
6:METPRED Acet 433.00>343.15(-) CE: 17.0
2:METPRED 375.20>321.20(+) CE: -14.0
2:METPRED 375.20>339.20(+) CE: -12.0
2:METPRED 375.20>357.15(+) CE: -12.0
5:PRED Acet 419.00>295.10(-) CE: 34.0
5:PRED Acet 419.00>280.10(-) CE: 37.0
5:PRED Acet 419.00>329.05(-) CE: 19.0
1:PRED 360.90>147.15(+) CE: -25.0
1:PRED 360.90>279.05(+) CE: -14.0
1:PRED 360.90>343.20(+) CE: -11.0
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3.5.4 Kinetex® bifenyyli-kolonnin kokeilu 
Seuraavaksi kokeiltiin Phenomenex Kinetex® bifenyyli-kolonnia, joka näkyy alla ole-
vassa kuvassa 27. Kolonnin sidosryhminä toimivat oktadekyylisilaaniryhmien (C18) si-
jaan poolittomat bifenyylisidosryhmät, jotka sisältävät kaksi aromaattista bentseeniren-
gasta kiinnittyneinä peräkkäin toisiinsa [29]. 
 
Kuva 27. Phenomenex Kinetex® Bifenyyli-kolonni (2,6 µm ja 100x2,1 mm). 
Kinetex® Bifenyyli-kolonnin ensimmäinen gradienttikokeiluajo suoritettiin käyttäen taulu-
kon 5 gradienttiohjelmaa ja virtausnopeuden arvoa 0,4 ml/min. Kyseisestä ajosta saatu 
kromatogrammi löytyy kuvasta 28. 
 
Kuva 28. Kromatogrammi taulukon 5 gradienttiohjelmalla, virtausnopeudella 0,4 ml/min sekä reten-
tioajoilla 2,5–4,5 min. 
Kyseisessä gradienttikokeiluajossa tutkittavat kortikosteroidit eluoituivat melko aikaisin 
retentioaikavälillä 2,5–4,5 min, mutta beeta- ja deksametasonin kromatogrammit olivat 
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sen verran päällekkäin, että niiden massaspektrometrinen analysointi oli mahdotonta. 
Tästä pääteltiin, että Kinetex® bifenyyli-kolonnia käytettäessä olisi tarpeen kehittää jäl-
leen uusi gradienttiohjelma, joka mahdollistaisi erityisesti beeta- ja deksametasonin kro-
matogrammipiikkien tarpeeksi korkealaatuisen erottumisen toisistaan. Yksittäisajot tau-
lukon 5 gradienttiohjelmalla kokeillen jälleen korkeampaa kolonniuunin lämpötilaa (+30–
35 oC), virtausnopeuden kasvattamista (0,6 ml/min), injektiotilavuuden pienentämistä 
(0,5 µl) tai isokraattisia ajoja ajoliuoksen B pitoisuuksilla 20-25 % eivät kuitenkaan pa-
rantaneet saatujen kromatogrammien piikkien erottelua toisistaan verrattuna kuvan 27 
kromatogrammiin. Ajoja kokeiltiin myös muuttamalla hiukan gradienttiohjelmaa, mikä ei 
kuitenkaan auttanut tarpeeksi yhdisteiden erottelussa.  
Seuraavasta taulukosta 8 löytyy paras gradienttiohjelma käyttäen Kinetex® Bifenyyli-ko-
lonnia. Kyseistä gradienttiohjelmaa käyttäen saatiin kuvan 29 mukainen kromatogrammi, 
jossa beeta- ja deksametasoni eivät kuitenkaan edelleenkään erottuneet tarpeeksi mas-
saspektrometristä analysointia varten. 
Taulukko 8. Laiteoptimointimittausten gradienttiohjelma 5. 
Aika (min) Ajoliuoksen B pitoisuus (%) 
0,50 25 
7,00 35 
7,50 100 
8,00 100 
9,00 25 
10,00 (STOP)  
 
Kuva 29. Kromatogrammi taulukon 8 gradienttiohjelmalla, virtausnopeudella 0,4 ml/min sekä reten-
tioajoilla 3,2–5,5 min. 
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Myöskään ajoliuosten A ja B virtausnopeuden nostaminen arvoon 0,6 ml/min ei auttanut 
metasoniyhdisteiden erottelua. Isokraattiset ajot ajoliuoksen B pitoisuuksilla 20 % ja 25% 
eivät niin ikään saaneet tutkittavien kortikosteroidien MS-piikkejä tarpeeksi erilleen toi-
sistaan jopa vähentäen yhdisteiden erottumista. 
Näin ollen päädyttiin lopettamaan Kinetex® Bifenyyli-kolonnilla suoritettavat kokeiluajot, 
koska Kinetex® C18-kolonnia käyttäen on jo kehitettynä toimiva gradienttiohjelma, joka 
kykenee erottelemaan tarpeellisella tarkkuudella erityisesti metasoniyhdisteet toisistaan. 
3.5.5 Sisäinen standardi gradienttiajoissa 
Kun suoritettavien LC-MS/MS-mittausten sisäisenä standardina (ISTD) toimiva yhdiste 
17β-testosteroni-d3 otettiin mukaan optimointivaiheen kokeiluajoihin, oli käytettävän gra-
dienttiohjelman muuttaminen vielä kertaalleen tarpeellista. Ajoissa päätettiin käyttää Ki-
netex® C18-kolonnia, jonka paras gradienttiohjelma (taulukko 7) erotteli metasoniyhdis-
teet jo tarpeeksi hyvin toisistaan. Alla olevasta taulukosta 9 löytyy viimeinen muokattu 
gradienttiohjelma, joka mahdollisti ISTD-yhdisteen eluoitumisen kolonnista hieman aikai-
semmin kuin se taulukon 7 gradienttiohjelmaa käytettäessä olisi eluoitunut.  
Taulukko 9. Laiteoptimointimittausten LC-MS/MS-gradienttiohjelma nro 40 binäärisellä gradientilla. 
Aika (min) Ajoliuoksen B pitoisuus (%) 
0,50 25 
4,75 35 
6,25 100 
6,50 100 
7,00 25 
8,00 (STOP)  
Taulukon 9 gradienttiohjelmaa käytettäessä 17β-testosteroni-d3-yhdisteen retentioaika 
oli 6,3 min, mikä oli kylläkin melkoisen myöhään verrattuna tutkittaviin kortikosteroidei-
hin, jotka eluoituivat retentioaikavälillä 2,75–4,50 min. Massaspektrometrisen analysoin-
nin kannalta kaikki yhdisteet kuitenkin erottuivat toisistaan tarpeeksi hyvin ja ajoaikakin 
saatiin pidettyä 8 minuutissa. Kuvassa 30 on esitettynä taulukon 9 gradienttiohjelmalla 
saatu kromatogrammi, jossa ISTD-yhdiste 17β-testosteroni-d3 eluoitui retentioajalla noin 
6,30 min. 
46 
  
 
Kuva 30. Kromatogrammi taulukon 9 gradienttiohjelmalla, virtausnopeudella 0,6 ml/min sekä reten-
tioajoilla 2,75-6,30 min. 
3.6 Esikäsittelyn optimointi 
3.6.1 Esikäsittelyvaiheet 
Maidon esikäsittelyproseduuri otettiin lähes sellaisenaan kokeiltavaksi valitusta artikke-
lista (Tölgyesi et al. 2010) [2], jossa tutkittavien kortikosteroidien määritykset maidosta 
suoritettiin käyttämällä varsinaisessa näytteen puhdistusvaiheessa kationinvaihto-kiin-
teäfaasiuuttopylvästä (Waters OASIS® MCX 3cc) sekä kokonaisuudessaan huomatta-
van nopeaa esikäsittelyproseduuria. Maitonäytteiden esikäsittelyt sisälsivät kokeiluvai-
heessa seuraavat työvaiheet: 
 maitonäytteiden (5 g ≈ 5 ml) pipetointi Falcon-putkiin 
 Lisäystasojen mukaiset kortikosteroidien spiikkaukset sekä sisäisen standardin 
(17β-testosteroni-d3) lisäys maitonäytteeseen 
 natriumasetaatti-puskuriliuoksen (2 M, pH 5.2, 2 ml) lisäys maitonäytteeseen 
sekä vorteksointi 10 sekuntia 
 entsymaattinen hydrolyysivaihe lämpökaapissa +37 oC, 16 h (β-glukuronidaasi, 
Helix Pomatia, 20 µl, vorteksointi 10 s.) 
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 epäpuhtauksien saostamisvaihe liuottimella (asetonitriili, CH3CN, 11 ml) sekä 
vorteksointi 10 sekuntia 
 sentrifugointi (parametreillä 4000 rpm, 20 min, 22 oC) 
 syntyneistä kahdesta/kolmesta faasista ylimmän ACN-nestefaasin siirto typpi-
putkiin sekä konsentrointi typpihaihduttimella (+55 oC) noin 1,5 ml:n tilavuuteen 
 lisäys maitonäytteeseen ennen SPE-vaihetta: 5 ml 5 % etikkahappoa (pH 2.3) 
sekä vorteksointi 20 sekuntia 
 kiinteäfaasiuuttovaihe (SPE): Waters OASIS® MCX 3cc (aktivointi: metanoli, ult-
rapuhdas vesi sekä 5 % etikkahappo (pH 2.3), näytteiden lataus: vakuumissa, 
pesut: 5 % etikkahappo (pH 2.3) sekä eluointi: asetoni) 
 eluutionäyteliuoksen konsentrointi typpihaihduttimella (+45 oC, 5 bar) kuiviin 
 näytteen liuotus käytettävään loppuliuosseokseen (50 % metanolia + 0,1 % etik-
kahappoa, 200 µl) sekä ruiskusuodatus 0,22 µm membraanisuodattimen läpi 
suoraan ajopulloon 
Sentrifugissa käytetty kierroslukumäärä 4000 rpm oli jo valitussa artikkelissa ilmoitettuna 
kierroksina minuutissa eikä G-arvona. Kierroslukumäärä 4000 rpm vastasi kuitenkin käy-
tetyllä sentrifugilla G-arvoa noin 3431 x g, kun roottorin säde oli 0,192 m.  
Artikkelin validoitua esikäsittelyproseduuria muokattiin omiin tarpeisiin sopivammaksi 
esimerkiksi vähentämällä sentrifugoinnissa käytettävien kierrosten lukumäärää, jotta 
päästiin käyttämään yleisesti käytössä olevia sentrifugilaitteita. Valitun artikkelin käyt-
tämä kierroslukumäärä 10 000 rpm (≈ 21 446 x g) ei ollut tarkoitukseen sopiva, koska 
kyseisiin kierroslukumääriin yltävien sentrifugien ohjeistus kielsi ehdottomasti liuottimien 
käytön sentrifugin erikoisvalmisteisissa sentrifugiputkissa. Liuottimien käyttöä esikäsit-
telyproseduurissa ei muutettu, joten sentrifugissa käytettävä kierroslukumäärä vähen-
nettiin kokeiluvaiheessa arvoon 4 000 rpm (≈ 3431 x g), joka pystyttiin tuottamaan käy-
tössä olevilla sentrifugeilla. Sentrifugointiaikaa sen sijaan pidennettiin yhteensä 20 mi-
nuuttiin artikkelin kymmenen minuutin sijaan. Sentrifugointivaiheen lämpötila pudotettiin 
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artikkelin arvosta 25 oC arvoon 22 oC, jotta lämpötilaa hitaasti nostavia sentrifugeja käy-
tettäessä ei tarvitsisi odottaa lämpenemistä kovin kauan. 
Kokeiluista jätettiin aluksi pois myöskin artikkelin suorittama maitonäytteiden pH-arvon 
säätö arvoon pH = 5.2 ± 0.1 natriumasetattipuskurin lisäyksen jälkeen. Kyseisen vaiheen 
hyödyn arveltiin olevan sen ajankulutukseen nähden hyvin marginaalinen. Asia päätettiin 
kuitenkin testata eräässä maitonäytteiden kokeilusarjassa, jossa tutkittiin asetaattipus-
kurin lisäyksen, näytteen pH-arvon säätämisen sekä kyseisten vaiheiden poisjättämisten 
vaikutusta analyysin onnistumiseen ja tuloksiin.   
SPE-pylväiden pesuvaiheista jätettiin myös kokonaan pois etanolin (CH3CH2OH) käyttö 
aktivointiliuottimena sekä kaikkien käytettävien pesuliuosten kolmas pesukerta (3 ml). 
SPE-pylväät aktivoitiin näin ollen käyttäen seuraavassa järjestyksessä: 3 ml metanolia, 
3 ml ultrapuhdasta vettä sekä 3 ml 5 % etikkahappoliuosta (pH 2.3). Pylväiden pesuvai-
heet suoritettiin yhteensä 6 millilitralla 5 % etikkahappoliuosta (pH 2.3) ja pesujen lo-
puksi suoritettiin 20 sekunnin vakuumikuivaus, jotta SPE-pylväät saatiin mahdollisim-
man kuiviksi ennen eluution aloittamista. Kortikosteroidien eluointi ulos SPE-pylväistä 
suoritettiin asetonilla (CH3COCH3) käyttäen apuna vakuumia. 
Sisäisenä standardina käytettävän 17β-testosteroni-d3-yhdisteen spiikkaus maitonäyt-
teeseen (0,1 µg/ml-liuosta yhteensä 100 µl) suoritettiin jo heti esikäsittelyn alussa, kun 
toisaalta valitussa artikkelissa [2] käytettävä ISTD-yhdiste (testosteroni-d5) lisättiin mai-
tonäyteliuokseen vasta juuri ennen kiinteäfaasiuuttopylvästä.  
Maidon esikäsittelyn kokeilusarjoja tutkittavien kortikosteroidien suhteen tehtiin esikäsit-
telyn kehitystyön aikana yhteensä kolme kappaletta, joiden aikana pyrittiin kriittisesti ar-
vioimaan kokeiltavan menetelmän eri vaiheiden tarpeellisuutta tulosten kannalta. Tällai-
sia työvaiheita olivat erityisesti natriumasetaattipuskurin (2 M, pH 5.2, 2 ml) lisäys sekä 
kyseisen vaiheen yhdistäminen entsymaattisen hydrolyysivaiheen suorittamiseen. Oma 
aikansa meni myös kokeilla yleisesti käytetyillä sentrifugeilla erilaisia kierrosnopeuksia 
(rpm), sentrifugointiaikoja sekä -lämpötiloja, koska artikkelin käyttämää kierrosnopeutta 
10 000 rpm liuotinten kanssa ei pystytty tällä kertaa itse käyttämään. 
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3.6.2 Maitojen ensimmäinen kokeilusarja 
Ensimmäinen maitojen kokeilusarja sisälsi yhteensä kahdeksan maitonäytettä, joiden 
eroavaisuudet sekä sentrifugoinnin asetukset löytyvät taulukosta 10. Kortikosteroidien 
spiikkaustasona kaikissa näytteissä (5 g maitoa) oli 1 ppb eli 50 µl 0,1 µg/ml-liuosta sekä 
ISTD-spiikkaustasona 2 ppb eli 100 µl 0,1 µg/ml-ISTD-liuosta. Kaikille maitonäytteille 
suoritettiin kokeiluvaiheen kaikki työvaiheet mainitussa järjestyksessä, mikäli työvai-
heen poisjättöä ei ollut taulukossa 10 erikseen mainittu (EI-kohdat).   
Taulukko 10. Ensimmäisen maitonäytteiden kokeilusarjan eroavaisuudet ja sentrifufoinnin asetukset 
kierrosnopeuden (rpm), keston (min) sekä lämpötilan (oC) suhteen.  
Näyte 
Natriumasetaatti-
puskurin lisäys 
Entsymaattinen 
hydrolyysi (+37 oC, 
16 h) 
Sentrifugointi-asetukset 
(rpm, min, oC) 
M1 KYLLÄ EI 4000, 10, 20 
M2 EI EI 4000, 10, 20 
M3 KYLLÄ KYLLÄ 4000, 20, 22 
M0 EI EI 10 000, 10, 22 
N4 KYLLÄ EI 4000, 20, 22 
N5 KYLLÄ EI 4000, 20, 22 
N6 EI EI 4000, 20, 22 
N7 EI EI 4000, 20, 2 
Kuvassa 31 on esitettynä työssä käytetty Zymark Turbo Vap® LV – typpihaihdutin, jossa 
haihtumassa olivat parhaillaan ensimmäisen maitosarjan näytteet M0, M3 sekä N4-N7. 
 
Kuva 31. Zymark Turbo Vap® LV – typpihaihdutin, jossa haihtumassa ensimmäisen maitosarjan 
näytteet M0, M3 sekä N4-N7. 
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Maitonäyte M1 geeliytyi juuri ennen SPE-vaihetta ilmeisesti lisättäessä 5 % etikkahap-
poliuosta (2 M, pH 2.3). Kyseisen näytteen esikäsittely keskeytettiin siihen paikkaan. Ky-
seisen näytteen perusteella todettiin pelkän natriumasetaattipuskurin lisäämisen ilman 
sitä seuraavaa hydrolyysivaihetta olevan menetelmän toimivuuden kannalta haitallista, 
ainakin sentrifugointivaiheen kierrosnopeudella 4000 rpm ja lyhyellä sentrifugointiajalla 
10 min. Eri sakka- ja liuosfaasit eivät kunnolla erottuneet toisistaan 10 minuutin sentri-
fugoinnin jälkeen, joten oli mahdollista, että ensimmäiseen typpihaihdutukseen siirtyi sen 
seurauksena epäpuhtauksia siirrettäessä näytettä typpiputkiin aiheuttaen myöhemmin 
näytteen M1 geeliytymisen. Näytettä M1 olisi mahdollisesti pitänyt myös haihduttaa 
enemmän ensimmäisessä typpihaihdutuksessa, mikäli nimenomaan asetonitriili (ACN) 
aiheutti 5 % etikkahapon sekä asetattipuskurin kanssa näytteen geeliytymisen.  
Muut näytteet M2-M3, M0 sekä N4-N7 selvisivät esikäsittelystä läpi sekä tulivat analy-
soiduiksi Shimadzu LCMS-8050-laitteistolle kehitetyllä kortikosteroidien kromatografia-
massaspektrometria-ohjelmalla.  
Kvantifioinnissa käytettävän liuotinsuoran mittausalue (5-300 ng/ml) valittiin sen perus-
teella, että kaikkien tutkittavien kortikosteroidien MRL-arvot mahtuivat suoralle ja olivat 
mielellään lähempänä suoran keskiosaa (mikä ei tietenkään onnistunut samaan aikaan 
sekä pienille että suurille arvoille). Seuraavassa taulukossa 11 on esitettynä tutkittavien 
kortikosteroidien MRL-arvot muutettuina yksiköstä µg/kg yksikköön ng/ml käytettäessä 
5 gramman maitonäytemäärää sekä ajoliuospullon lopputilavuutta 200 µl. Poikkeukselli-
sesti metyyliprednisolonille ei ole määritelty MRL-arvoa maidolle, koska sen käyttö sel-
laisilla karjaeläimillä, joiden maito tuotetaan ihmisten elintarvikekäyttöön, on kiellettyä [5].  
Taulukko 11. Tutkittavien kortikosteroidien MRL-arvot yksiköissä µg/kg sekä ng/ml käytettäessä 5 
gramman maitonäytemäärää sekä ajoliuospullon lopputilavuutta 200 µl. 
 
Kortikosteroidin 
nimi 
MRL-arvo maidolle 
(µg/kg) 
MRL-arvo maidolle 
(ng/ml) 
Beetametasoni 0,3 7,5 
Deksametasoni 0,3 7,5 
Prednisoloni 6,0 150 
Metyyliprednisoloni - - 
Näytteet M0, M2, M3 sekä N7 onnistuivat oikein hyvin. Se sijaan näytteet N4-N6 eivät 
suoritetuista spiikkauksista huolimatta sisältäneet yhtään tutkittavia kortikosteroideja. 
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Tulokset kvantifioitiin muodostettua liuotinsuoraa vastaan. Liuotinsuora valmistettiin pi-
petoimalla ajopulloihin 0,1 µg/ml-pitoista ISTD-liuosta sekä kortikosteroidien standardi-
liuosta (0,1 µg/ml tai 5 µg/ml) seuraavan taulukon 12 mukaisesti. Tämän jälkeen ajopul-
loissa olevat standardi- sekä ISTD-liuokset haihdutettiin kuiviin ja ajopulloihin pipetoitiin 
1 ml 50 % metanolia, joka sisälsi valmiiksi 0,1 % etikkahappoa. 
Taulukko 12. Liuotinsuoraan lisättävien kortikosteroidien standardiliuosten pitoisuudet (µg/ml) sekä 
pipetoitavat määrät (µl). 
Kortikosteroidien 
standardipitoisuus 
(ng/ml) 
Käytettävä 
std-liuos 
(µg/ml) 
Pipetoitava 
määrä (µl) 
ISTD-liuos 
(0,1 µg/ml) 
(µl) 
5 0,1 50 100 
50 5,0 10 100 
100 5,0 20 100 
150 5,0 30 100 
200 5,0 40 100 
300 5,0 60 100 
Ensimmäisen kokeilusarjan näytteiden kromatogrammien sekä analyysitulosten perus-
teella puskurin lisäys yhdistettynä entsymaattiseen hydrolyysiin toimi ainoalla näytteellä 
oikein hyvin. Hydrolyysikokeiluja asetaattipuskurin lisäyksellä päätettiin ehdottomasti jat-
kaa seuraavissa maitosarjoissa.  
Vastaavasti ne näytteet (N4 ja N5), joihin oli lisätty puskuriliuosta ilman sitä seuraavaa 
entsymaattista hydrolyysivaihetta, eivät sisältäneet spiikkauksista huolimatta yhtään tut-
kittavia kortikosteroideja. Kyseisille näytteille suoritettu esikäsittely aiheutti siis jollakin 
tavalla lisättyjen kortikosteroidien ”katoamisen” menetelmän esikäsittelyketjun aikana. 
Kyseisissä näytteissä N4 ja N5 oli vielä sentrifugointivaiheen jälkeenkin pintasakkaa 
ylimmän nestekerroksen pinnalla, joten epäpuhtauksia oli hyvin todennäköisesti tullut 
jatkoon mukaan. Näytteet menivät myös huonosti läpi SPE-pylväistä ja niiden mene-
mistä avustettiin ruiskupumppaamalla varovasti. Näistä esikäsittelyhaasteista pääteltiin, 
että puskurin lisäys ilman entsymaattista hydrolyysivaihetta ei toiminut, joten sitä ei tulla 
näissä tutkimuksissa jatkossa enää käyttämään.  
Toisaalta myöskin toinen kahdesta rinnakkaisnäytteestä (N6), joihin ei lisätty puskuria 
eikä suoritettu entsymaattista hydrolyysivaihetta, ei sisältänyt lisäyksistä huolimatta tut-
kittavia kortikosteroideja. Näytteen sisältämä kortikosteroidien spiikkausmäärä todennä-
köisesti kärsi katoa siinä vaiheessa, kun ruiskulla pumpattaessa näytettä läpi hitaasti 
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valuvasta SPE-pylväästä imettiinkin ruiskulla väärään suuntaan ja pylväspartikkelit lii-
kahtivat paikoiltaan. Tällöin tutkittavat kortikosteroidit eivät mahdollisesti pystyneet enää 
kiinnittymään pylvään paikaltaan liikkuneisiin sidosryhmiin. Kyseistä ei puskuria/ei hyd-
rolyysiä-kokeilua päätettiin näin ollen vielä jatkaa seuraavassa kokeilusarjassa rinnak-
kaisnäytetulosten toistaiseksi puuttuessa.  
Päädyttiin myös siihen, että sentrifugointivaiheet kierroksilla 4000 rpm, 20 minuutin kes-
tolla sekä + 22 oC lämpötilalla toimivat paremmin kuin lyhempi sentrifugointiaika mata-
lammalla lämpötilalla (10 min, + 20 oC). Pidemmän sentrifugoinnin keston havaittiin erot-
televan sentrifugoinnin jälkeiset sakka- ja nestefaasit huomattavasti lyhempää aikaa sel-
vemmin. Tällöin epäpuhtauksia siirtyi esikäsittelyketjussa ylimmän näytefaasin mukana 
mahdollisesti vähemmän jatkoon, koska ylimmän nestefaasin erottelu kahdesta muusta 
sakka- ja rasvafaasista oli pasteur-pipetillä huomattavasti helpompaa. 
Tuloksia tarkasteltaessa huomattiin ISTD-pitoisuuden (0,1 µg/ml-liuosta 100 µl eli yh-
teensä 10 ng/ml) olevan laskuvirheestä johtuen standardiliuoksissa viisi kertaa pienempi 
kuin maitonäytteissä (10 ng/200 µl eli 50 ng/ml). Asia päätettiin korjata seuraavaan mai-
tosarjaan pipetoimalla uusiin standardiliuoksiin 50 µl pitoisuuden 1 µg/ml-liuosta. 
3.6.3 Maitojen toinen kokeilusarja 
Seuraava kokeilusarja sisälsi kuusi maitonäytettä, joiden avulla testattiin maidon pH-
arvon säätämisen (pH 5.2 ± 0.1), natriumasetaattipuskurin lisäämisen sekä entsymaat-
tisen hydrolyysin tarpeellisuutta sekä yhteyttä toisiinsa. Kaikille näytteille suoritettiin jäl-
leen kokeiluvaiheen kaikki mainitut työvaiheet mainitussa järjestyksessä alla ilmoitetuilla 
taulukosta 13 löytyvillä näytekohtaisilla poikkeuksilla varustettuina. 
Taulukko 13. Toisen maitonäytteiden kokeilusarjan eroavaisuudet pH-arvon säätämisen, puskurin 
lisäämisen sekä entsymaattisen hydrolyysin suorittamisen suhteen. 
Näyte 
Maidon pH-
arvon säätö 
(pH 5.2) 
Natriumasetaatti-
puskurin lisäys 
Entsymaattinen 
hydrolyysi (+37 
oC, 16 h) 
MpHA KYLLÄ KYLLÄ KYLLÄ 
MpHB KYLLÄ KYLLÄ KYLLÄ 
MpusA EI KYLLÄ KYLLÄ 
MpusB EI KYLLÄ KYLLÄ 
MEiA EI EI EI 
MEiB EI EI EI 
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Sentrifugiohjelma oli tällä kertaa kaikille näytteille samanlainen: 4000 rpm, 20 min sekä 
+22 oC. Kortikosteroidien spiikkaustaso oli edelleen 1 ppb eli 50 µl 0,1 µg/ml-pitoista 
liuosta 5 grammaan maitoa sekä ISTD-spiikkaus 2 ppb eli 100 µl 0,1 µg/ml-liuosta. 
Maitonäytteiden avulla oli tarkoituksena tutkia sitä, onko maidon pH-arvon säädöllä, pus-
kurin lisäyksellä sekä ylipäätään entsymaattisella hydrolyysivaiheella vaikutusta maito-
näytteiden esikäsittelyn sujuvuuteen sekä kortikosteroidien kvantitatiivisiin tuloksiin. Ar-
tikkelin (Sahlberg et al.) sisältämän tutkimuksen mukaan maidon sisältämistä steroidiyh-
disteistä noin 15 % oli konjugoituneena glukuronidimuotoon imettävillä äideillä [30]. Näin 
ollen olisi hyvin tarpeellista, että kehitettävä määritysmenetelmä kykenisi detektoimaan 
myös maidossa esiintyvät kortikosteroidien glukuronidikonjugaatit. Kyseiset konjugaatit 
hajotetaan kokeiltavassa menetelmässä entsymaattisen hydrolyysin vaiheessa käyttäen 
Helix Pomatia-kotilon β-glukuronidaasia ja pidempää inkubointiaikaa (+37 oC, 16 tuntia). 
Maitonäytteiden MpHA ja MpHB faasit erottuivat huomattavasti paremmin kuin muissa 
näytteissä sentrifugoinnin jälkeen. Vastaavasti näytteet MpusA sekä MpusB sisälsivät 
haituvaista pintasakkaa, joka vaikeutti jatkoon menevän ylimmän supernatanttikerroksen 
siirtoa typpiputkiin. Aika paljon supernatanttia jäi myös ottamatta jatkoon, minkä seurauk-
sena kvantitatiivisten tulosten laatu kärsi. Näytteet MEiA ja MEiB sisälsivät sentrifugoin-
nin jälkeen vain kaksi faasia, joista ylempi nestefaasi oli hiukan samea. Osaa näytteistä 
(MpHA, MpHB ja MEiB) pumpattiin ruiskulla käsivoimin läpi SPE-pylväästä, koska pyl-
väät tukkeutuivat tai valuttivat läpi liian hitaasti.  
Kaikki maitonäytteet pääsivät kuitenkin esikäsittelystä läpi ja analysoitiin LC-MS/MS-tek-
niikalla taulukon 9 gradienttiohjelmalla. Kvantifiointi suoritettiin jälleen liuotinsuoraa vas-
taan. Liuotinsuorien korrelaatiokertoimien r arvot olivat keskimäärin r = 0,9925 sekä se-
litysasteen arvot r2 = 0,9851. Maitonäytteet sisälsivät kortikosteroideja keskimäärin 15–
18 ng/ml, kun laskennallinen tulosarvo olisi ollut 25 ng/ml. Eri maitonäytteiden tulokset 
olivat hyvin lähellä, mikä kertoi esikäsittelyn suhteellisesta onnistumisesta. Maitonäyttei-
den kromatogrammit olivat ”puhtaita” eli niistä ei löytynyt ylimääräisten epäpuhtauksien 
piikkejä, vaikkakin asetaattiadduktit [M+CH3COO]- toimivat edelleen kokonaisuudessaan 
paremmin kuin [M+H]+-molekyylipiikki-ionit.  
Maitonäytteiden erilaisten alkuesikäsittelyjen (pH-arvon säätö, puskurin lisäys & hydro-
lyysi sekä puskuriton & hydrolyysiton kokeilu) tuloksissa ei löytynyt niin suuria eroja, että 
kyseisten esikäsittelyjen vertailu olisi järkevää. Kaikki alkuesikäsittelyt toimivat tarpeeksi 
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hyvin. Näiden tulosten perusteella päätettiin aloittaa maidon validointimittaukset käyttä-
mällä alkuesikäsittelyssä asetaattipuskurin lisäystä sekä entsymaattista hydrolyysivai-
hetta, mutta jättämällä maidon pH-säätövaihe pois esikäsittelyn nopeuttamiseksi. 
3.7 Menetelmän validointi 
Synteettisten kortikosteroidien (beeta- ja deksametasoni, prednisoloni sekä metyylipred-
nisoloni) määrittämiseen maidosta LC-MS/MS-laitteistolla tarkoitetun uuden talon sisäi-
sen menetelmän validointi suoritettiin Eviran validointiohjeen LAB 602/5 mukaisesti sekä 
ottamalla erityisesti huomioon Euroopan Unionin Komission päätös 2002/657/EY [19]. 
3.7.1 Esikäsittelyn suoritus 
Validoitavan uuden menetelmän esikäsittelyn kulku oli kokonaisuudessaan seuraava: 
Maitonäytteeseen (5 g ≈ 5 ml naudan tilatankkimaitoa) lisättiin tarvittavat standardi- sekä 
ISTD-spiikkaustasot, 2 ml natriumasetaattipuskuria (2M, pH 5.2) sekä näytettä vortek-
soitiin 10 sekuntia. Tämän jälkeen maitonäyte hydrolysoitiin entsymaattisesti 16 tunnin 
ajan (oleellisesti yön yli) lämpökaapissa +37 oC käyttäen Helix Pomatia-kotilon β-gluku-
ronidaasia (20 µl ja vorteksointi). Asetonitriilin (11 ml) lisäyksellä saostettiin rasvoja sekä 
proteiineja ja kyseiset sakkautuneet aineet poistettiin näyteliuoksesta sentrifugoimalla 
seuraavilla asetuksilla: 4000 rpm, 20 min, 22 oC. Sentrifugoinnin jälkeen muodostuneista 
kolmesta faasista ylin kirkas asetonitriilifaasi otettiin esikäsittelyssä eteenpäin siirtämällä 
se mahdollisimman kvantitatiivisesti puhtaaseen typpihaihdutusputkeen. Asetonitrii-
lifaasi konsentroitiin typpihaihdutuksella (+ 55 oC) noin 1,5 millilitran näytetilavuuteen 
sekä valmisteltiin kationinvaihto-kiinteäfaasiuuttoa varten lisäämällä haihdutuksen jäl-
keen annostelupullosta 5 ml 5 % etikkahappoliuosta (pH 2.3).  
Näyte puhdistettiin kiinteäfaasiuutolla käyttäen Waters OASIS® MCX 3cc – kiinteäfaa-
siuuttopylvästä, joka löytyy seuraavasta kuvasta 32.  
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Kuva 32. Kiinteäfaasiuuton laitteisto telineellä sekä Waters OASIS® MCX 3cc-kiinteäfaasipylväällä. 
Pylvään tasapainotus suoritettiin seuraavassa järjestyksessä: 3 ml metanolia, 3 ml ultra-
puhdasta vettä ja lopuksi 3 ml 5 % etikkahappoliuosta (pH 2.3). SPE-pesuvaiheet suori-
tettiin näytteiden lataamisen jälkeen niin ikään käyttämällä 5 % etikkahappoliuosta (pH 
2.3) yhteensä 6 ml. Tutkittavien kortikosteroidien eluointi SPE-vaiheen päätteeksi suori-
tettiin käyttäen asetonia yhteensä 6 ml. SPE-vaiheesta eluoitunut näyteliuos haihdutettiin 
kuiviin typpihaihdutuksella (+ 45 oC). Kuivunut näyte liuotettiin ruiskusuodattaen 0,2 µm-
membraanisuodattimen läpi suoraan ajopulloon käyttäen 200 mikrolitraa 50 % meta-
nolia, johon oli lisätty 0,1 % etikkahappoa. Näytteet säilytettiin pakastuksessa odotta-
massa yleensä seuraavana päivänä suoritettavia LC-MS/MS-ajoja.  
3.7.2 Kromatografiset ja MS-parametrit 
Esikäsitellyt maitonäytteet analysoitiin käyttäen Shimadzu LCMS-8050-kolmoiskvadru-
poli-massaspektrometriä. Ajoliuoksina käytettiin 0,1 % etikkahappoa (A) ja asetonitriiliä 
(ACN), johon oli lisätty 0,1 % etikkahappoa (B). Tuunattuun menetelmätiedostoon oli 
kromatografian ja MS-parametrien optimointivaiheessa tallennettu kortikosteroidien seu-
rattavat äiti- ja tytärionit sekä muut tärkeät parametrit.  
LC-kolonnina käytettiin Kinetex® C18-kolonnia (hiukkaskoko 2,6 µm ja mitat 75x3 mm). 
Gradienttiohjelmana käytettiin taulukon 9 mukaista gradienttiohjelmaa, jonka aikana tut-
kittavat kortikosteroidit eluoituivat retentioaikavälillä 2,75-4,50 min sekä sisäisenä stan-
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dardina toimiva 17β-testosteroni-d3 retentioajalla noin 6,30 min. Asetettujen aikaikkunoi-
den ansiosta massaosaa ei kuormitettu turhaan silloin, kun kortikosteroideja ei eluoitu-
nut, vaan liuokset ohjattiin tällöin suoraan jätteisiin.  
Validoinnissa käytettiin seuraavan kuvan 33 mukaisia laiteparametrejä, kuten ajoliuosten 
virtausnopeutta 0,6 ml/min sekä ionisointitekniikkana sähkösumutusionisaatiota (ESI+). 
Seurattavat ionit olivat kortikosteroidien asetaattiaddukteja [M+CH3COO]- ja niiden valit-
tuja tytärioneja. 
 
Kuva 33. Validoinnissa käytetyt laitaparametrit. 
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3.7.3 Validointisarjat ja lisäystasot 
Validointisarjoja tehtiin yhteensä neljä kappaletta (24 näytettä kussakin sarjassa) neljänä 
eri laboratoriopäivänä, joista viimeinen sisälsi suurimman osan nollanäytteistä (yhteensä 
19 kappaletta). Nollanäytteisiin N1–N10 lisättiin sisäinen standardi sekä nolliin N11–N19 
vastaavasti ei lisätty.  
Kolmessa ensimmäisessä validointisarjassa olivat mukana yksi nollanäyte sekä lisäys-
tasot 0,5 MRL, 1,0 MRL sekä 1,5 MRL, joita kutakin tasoa oli jokaisen päivän sarjassa 
mukana kuusi rinnakkaista näytettä (eli yhteensä 18 lisäystasonäytettä per sarja). Viiden 
näytepisteen matriisisuora (pitoisuusvälillä 0,25–2,0 MRL) mitattiin ensimmäisenä jokai-
sessa validointisarjassa kvantifiointia varten. Näin ollen kolmessa ensimmäisessä vali-
dointisarjassa oli mukana yhteensä 24 kpl näytteitä.  
Neljäs validointisarja sisälsi yhteensä 16 kpl nollamaitonäytteitä, kolme vertailututkimus-
näytettä (CRM-materiaalia) sekä viiden pisteen matriisisuoran.  
Aitoja kortikosteroidien vertailututkimusnäytteitä oli jäljellä enää niin vähän (< 5 ml per 
näyte), että analyysin jouduttiin käyttämään pienempi määrä näytettä kuin menetelmän 
ohjeessa (5 g) oli ohjeistettu. 
Alla olevassa taulukossa 14 on esitettynä tutkittavien kortikosteroidien validoinnin mat-
riisisuora- sekä lisäystasojen 0,25–2,0 MRL arvot yksikössä µg/kg. Metyyliprednisolonilla 
ei ole lainsäädännöllistä MRL-arvoa maidolle (sen sijaan käyttökielto elintarvikemaitoa 
tuottaville karjaeläimille), mutta sitä käsiteltiin näissä mittauksissa prednisolonin tapaan 
ja 1,0 MRL asetettiin sillekin arvoon 6,0 µg/kg.  
Taulukko 14. Tutkittavien kortikosteroidien validoinnin matriisisuora- ja lisäystasot yksikössä µg/kg. 
Kortikosteroidi 
0,25 MRL 
(µg/kg) 
0,5 MRL 
(µg/kg) 
1,0 MRL 
(µg/kg) 
1,5 MRL 
(µg/kg) 
2,0 MRL 
(µg/kg) 
Beetametasoni 0,075 0,15 0,3 0,45 0,60 
Deksametasoni 0,075 0,15 0,3 0,45 0,60 
Prednisoloni 1,5 3,0 6,0 9,0 12,0 
Metyyliprednisoloni 1,5 3,0 6,0 9,0 12,0 
Myös yksi puhdasaine-liuotinsuora viidellä näytepisteellä ilman maitomatriisia (pitoisuus-
välillä 0,25–2,0 MRL) mitattiin kahdessa ensimmäisessä validointisarjassa. Spiikkausten 
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määrät mikrolitroina olivat liuotin- sekä matriisisuoran näytepisteissä samat, vaikka suo-
rat valmistettiinkin eri tavalla. Kummatkin suorat sisälsivät tasot: 0,25 MRL; 0,5 MRL; 1,0 
MRL; 1,5 MRL sekä 2,0 MRL.  
Alla olevasta taulukosta 15 löytyvät matriisisuora- (0,25–2,0 MRL), liuotinsuora- (0,25–
2,0 MRL) sekä lisäystasonäytteissä (0,5–1,5 MRL) käytettävien liuosten pipetointimäärät 
mikrolitroina käytettäessä validointia varten valmistettua kortikosteroidien yhteisliuosta 
(BM & DM 0,015 µg/ml ja PRED & METPRED 0,30 µg/ml) sekä ISTD-liuosta pitoisuu-
della 0,1 µg/ml. 
Taulukko 15. Matriisisuora- sekä liuotinsuora- (0,25–2,0 MRL) ja lisäystasonäytteissä (0,5–1,5 MRL) 
käytettävien liuosten pipetointimäärät (µl). 
Pitoisuus-
taso 
Validointiyhteisliuos (BM & DM 
0,015 µg/ml sekä PRED & METPRED 
0,30 µg/ml) pipetoitava määrä (µl) 
17β-testosteroni-d3-liuos (0,1 µg/ml) 
(ISTD-liuos) pipetoitava määrä (µl) 
0,25 MRL 25 100 
0,5 MRL 50 100 
1,0 MRL 100 100 
1,5 MRL 150 100 
2,0 MRL 200 100 
Matriisisuoran näytepisteet kävivät läpi koko menetelmän esikäsittelyn ”tavallisten” näyt-
teiden tapaan. Liuotinsuora sen sijaan ei käynyt läpi esikäsittelyproseduuria. Liuotin-
suora valmistettiin pipetoimalla tarvittavat määrät kortikosteroidien standardiliuosta sekä 
ISTD-liuosta suoraan ajopulloon, haihduttamalla kuiviin typellä sekä pipetoimalla sa-
maan ajopulloon sen jälkeen 200 mikrolitraa 50 % metanolia, johon oli lisätty 0,1 % etik-
kahappoa. Kaikissa näytteissä (paitsi osassa nollanäytteistä) käytettävän ISTD-lisäyk-
sen (17β-testosteroni-d3, 0,1 µg/ml-pitoista liuosta 100 µl) lisäystaso oli validointimittauk-
sissa 2 µg/kg. 
3.7.4 Säilyvyysmittaukset 
Kaikissa neljässä validointisarjassa olivat mukana ensimmäisestä validointisarjasta vali-
tut kolme lisäystasonäytettä 0,5 MRL 4–6 (valmistettu 18.10.2017), joiden avulla oli tar-
koituksena tutkia esikäsiteltyjen maitonäytteiden säilyvyyttä pakastuksessa (-4 oC) 1, 2 
sekä 3 viikon ajan. Kyseiset lisäystasonäytteet mitattiin kunkin validointisarjan 2-4 päät-
teeksi uudelleen LC-MS/MS-laitteistolla.  
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4 Validointitulokset 
4.1 Matriisin vaikutus, selektiivisyys ja spesifisyys 
Kuvissa 34, 35, 36, sekä 37 on esitettyinä kullekin tutkittavalle kortikosteroidille suoritettu 
liuotinsuoran sekä matriisisuoran vertailu saatujen validointitulosten perusteella. Liuotin-
suoran ja matriisisuoran kulmakertoimien ero oli beetametasonilla 36,0 %, deksameta-
sonilla 38,1 %, prednisolonilla 27,4 % sekä metyyliprednisolonilla 29,3 %.  
 
Kuva 34. Beetametasonin liuotinsuoran sekä matriisisuoran vertailukuvaaja suoran yhtälöineen ja 
selitysasteineen R2. 
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Kuva 35. Deksametasonin liuotinsuoran sekä matriisisuoran vertailukuvaaja suoran yhtälöineen ja 
selitysasteineen R2. 
 
 
Kuva 36. Prednisolonin liuotinsuoran sekä matriisisuoran vertailukuvaaja suoran yhtälöineen ja se-
litysasteineen R2. 
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Kuva 37. Metyyliprednisolonin liuotinsuoran sekä matriisisuoran vertailukuvaaja suoran yhtälöi-
neen ja selitysasteineen R2. 
Koska kortikosteroideja tutkittiin tässä työssä LC-MS/MS-tekniikalla, on hyvin perustel-
tua todeta, että kyseinen menetelmä on jo pelkästään nestekromatografisen sekä tan-
demmassaspektrometrisen analyysiosuutensa ansiosta hyvin selektiivinen. Näin ollen 
selektiivisyyttä ei tarvinnut erikseen määrittää kyseiselle analyysimenetelmälle.  
Spesifisyyttä tutkittiin laboratoriossa esikäsittelemällä ja analysoimalla LC-MS/MS-lait-
teistolla yhteensä 19 kappaletta edustavia ja tutkittavien kortikosteroidien suhteen nolla-
maitonäytteitä. Kyseiset nollanäytteet kävivät läpi koko esikäsittelyproseduurin lisäysta-
sonäytteiden lailla. Analysoitujen nollanäytteiden kromatogrammeissa ei havaittu häirit-
seviä signaaleja tutkittavien kortikosteroidien oletetuilla eluutioalueilla. Kuvassa 38 on 
esitettynä ensimmäisen validointisarjan nollanäytteen nro 1 kromatogrammi, jossa ei näy 
mitään muita häiritseviä signaaleja kuin retentioajalla noin 6,30 min eluoituvan 17β-tes-
tosteroni-d3-yhdisteen jälkeen tuleva noin 6,45 min eluoituva epäpuhtauspiikki.  
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Kuva 38. Ensimmäisen validointisarjan nollanäytteen nro 1 kromatogrammi, jossa näkyy häiritse-
vänä signaalina ainoastaan retentioajalla noin 6,45 min tuleva epäpuhtaus ISTD-yhdisteen (reten-
tioaika 6,30 min) vieressä. 
Kyseinen epäpuhtausyhdiste ei kuitenkaan ole merkittävä haitta tutkittavien kortikoste-
roidien määrittämisessä, koska epäpuhtausyhdisteen eluutio tapahtuu vasta tutkittavien 
kortikosteroidien jälkeen eikä lähelläkään niiden eluutioalueita. Näin ollen on epätoden-
näköistä, että kyseinen epäpuhtaus aiheuttaisi merkittävästi häiriötä tai tutkittavien ana-
lyyttien väärää tunnistamista. Käytettävä menetelmä on näin ollen hyvin spesifinen tut-
kittaville kortikosteroideille. 
Mitatut nollamaitonäytteet N1-N10 sisälsivät sinne spiikatun ISTD-yhdisteen retentio-
ajalla 6,30 min, mutta ne eivät sisältäneet minkäänlaisia häiriösignaaleja tutkittavien kor-
tikosteroidien eluutioalueilla. Nollanäytteistä N11-N19 ei sen sijaan löytynyt minkäänlai-
sia signaaleja koko mittausalueella. Kyseisiin nollanäytteisiin N11-N19 ei ollut spiikattu 
ISTD-yhdistettä. 
4.2 Oikeellisuus ja toistotarkkuus 
Neljännessä validointisarjassa mitattujen aitojen vertailututkimusnäytteiden eli CRM-ma-
teriaalin tulokset löytyvät seuraavista taulukoista 16 ja 17. Vertailututkimusnäyte nro 855 
ei sisältänyt mitään tutkittavista kortikosteroideista. Sen kromatogrammissa ei nollamai-
tonäytteiden tapaan näkynyt tutkittavien kortikosteroidien eluutioalueella minkäänlaista 
piikkiä. Näytteille 744 sekä 803 laskettiin taulukon 17 tulokset kertomalla saadut laitetu-
lokset (µg/kg) arvoilla (5 g / punnittu näytemäärä grammoina). Vertailunäytettä nro 744 
punnittiin analyysiin yhteensä 4,168 g sekä näytettä nro 803 vastaavasti 4,385 g.  
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Taulukko 16. Neljännessä validointisarjassa mitattujen aitojen vertailututkimusnäytteiden tulokset 
suoraan laitteen tulosraportista yksikössä µg/kg.   
Vertailunäyte nro 
BM 
(µg/kg) 
DM 
(µg/kg) 
PRED 
(µg/kg) 
METPRED 
(µg/kg) 
744 - 3,72 - 2,01 
803 - 0,43 6,46 - 
855 - - - - 
 
Taulukko 17. Neljännessä validointisarjassa mitattujen aitojen vertailututkimusnäytteiden tulokset 
suhteutettuna pienempään näytemäärään yksikössä µg/kg.   
Vertailunäyte nro 
BM 
(µg/kg) 
DM 
(µg/kg) 
PRED 
(µg/kg) 
METPRED 
(µg/kg) 
744 - 4,46 - 2,41 
803 - 0,48 7,36 - 
855 - - - - 
 
Mitattujen CRM-materiaalinäytteiden referenssiarvot, jotka saatiin työn ohjaajalta tulos-
ten laskennan jälkeen, olivat seuraavan taulukon 18 mukaiset: 
Taulukko 18. CRM-materiaalin referenssiarvot yksikössä µg/kg. 
Vertailunäyte 
BM 
(µg/kg) 
DM 
(µg/kg) 
PRED 
(µg/kg) 
METPRED 
(µg/kg) 
A - - - - 
B - 0,48 6,04 - 
C - 4,50 - 1,90 
CRM-materiaalin hyväksyttävät pitoisuusalueet olivat vastaavasti seuraavat: 
 B-näyte: DM 0,27–0,69 µg/kg ja PRED 3,4–8,7 µg/kg 
 C-näyte: DM 2,5–6,4 µg/kg ja METPRED 0–3,9 µg/kg 
4.3 Menetelmän saanto 
Validointimittauksista saatiin seuraavan taulukon 19 mukaiset saantoprosenttien (%R) 
arvot kaikkien kolmen laboratoriopäivän lisäystasosarjan yli käyttämällä jo mainittua las-
kukaavaa 1.  
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Taulukko 19. Validointimittauksista saadut saantoprosenttien arvot (%) käytetyille validointilisäysta-
soille 0,5 MRL, 1,0 MRL sekä 1,5 MRL kolmena eri laboratoriopäivänä. 
  Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
0,5 MRL 
Saanto (%) 112.8 108.7 114.1 114.7 
1,0 MRL 
Saanto (%) 105.8 110.3 109.9 110.9 
1,5 MRL 
Saanto (%) 104.8 108.9 108.6 110.0 
4.4 Toistettavuus ja laboratorion sisäinen uusittavuus 
Suoritetut validointimittaukset tuottivat seuraavien taulukon 20 mukaiset keskiarvo- (ka), 
keskihajonta- (sd) sekä suhteellisen keskihajonnan (rsd) arvot käytetyille lisäystasoille 
0,5 MRL, 1,0 MRL sekä 1,5 MRL kolmena eri laboratoriopäivänä. Liitteestä 1 löytyvät 
alkuperäiset sekä kattavat tulokset analysoiduille lisäystasonäytteille.      
Taulukko 20. Validointimittauksista saadut toistettavuuden tulokset lisäystasoille 0,5 MRL, 1,0 MRL 
sekä 1,5 MRL kolmena eri laboratoriopäivänä. 
    lisäys 0,5 MRL lisäys 1,0 MRL lisäys 1,5 MRL 
    pv 1 pv 2 pv 3 pv 1 pv 2 pv 3 pv 1 pv 2 pv 3 
BM ka (µg/kg) 0.17 0.16 0.18 0.31 0.31 0.33 0.41 0.49 0.52 
  sd (µg/kg) 0.01 0.02 0.01 0.04 0.02 0.02 0.02 0.02 0.03 
  rsd (%) 5.8 15.1 6.4 13.3 6.1 5.8 5.1 5.0 5.9 
DM ka (µg/kg) 0.17 0.16 0.17 0.33 0.32 0.34 0.42 0.51 0.55 
  sd (µg/kg) 0.02 0.02 0.02 0.04 0.03 0.02 0.03 0.04 0.02 
  rsd (%) 9.6 13.3 9.4 13.4 8.3 5.0 7.7 7.0 4.4 
PRED ka (µg/kg) 3.56 3.20 3.47 6.29 6.52 6.94 8.25 10.15 10.88 
  sd (µg/kg) 0.27 0.42 0.31 0.75 0.34 0.34 0.36 0.73 0.52 
  rsd (%) 7.6 13.2 8.9 11.9 5.2 4.9 4.3 7.2 4.8 
METPRED ka (µg/kg) 3.51 3.25 3.58 6.32 6.63 7.03 8.36 10.37 10.97 
  sd (µg/kg) 0.23 0.41 0.26 0.67 0.29 0.27 0.41 0.68 0.54 
  rsd (%) 6.7 12.7 7.3 10.6 4.4 3.8 4.9 6.6 5.0 
Suhteellisen keskihajonnan arvot rsd (%) olivat kaikkien laboratoriopäivien sisällä välillä 
4,3–15,1 %. Suhteellisen keskihajonnan arvot olivat selvästi suurempia ensimmäisen 
päivän lisäystasonäytteissä 1,0 MRL sekä toisen päivän lisäystasonäytteissä 0,5 MRL 
kaikkien kyseisten rsd-arvojen ollessa vähintään 10–12 %.  
Uusittavuudelle saatiin seuraavan taulukon 21 mukaiset tulokset, kun lisäystasojen kes-
kimääräiset tulokset laskettiin kaikkien kolmen laboratoriopäivän yli.  
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Taulukko 21. Validointimittauksista saadut laboratorion sisäisen uusittavuuden tulokset lisäysta-
soille 0,5 MRL, 1,0 MRL sekä 1,5 MRL kolmena eri laboratoriopäivänä. 
    lisäys 0,5 MRL lisäys 1,0 MRL lisäys 1,5 MRL 
BM Ka (µg/kg) 0.169 0.318 0.471 
  Sd (µg/kg) 0.019 0.030 0.057 
  rsd (%) 11.3 9.5 12.1 
DM Ka (µg/kg) 0.163 0.331 0.490 
  Sd (µg/kg) 0.018 0.033 0.065 
  rsd (%) 10.8 9.9 13.2 
PRED Ka (µg/kg) 3.423 6.596 9.772 
  Sd (µg/kg) 0.364 0.551 1.240 
  rsd (%) 10.6 8.4 12.7 
METPRED Ka (µg/kg) 3.442 6.655 9.896 
  Sd (µg/kg) 0.327 0.520 1.268 
  rsd (%) 9.5 7.8 12.8 
Suhteellisen keskihajonnan arvot olivat vastaavasti päivien yli välillä 7,8–13,2 %. Lisäys-
tason 1,5 MRL näytteillä tulosten keskihajonnan arvot (sd) olivat prednisolonille ja me-
tyyliprednisolonille paikoittain melko suuria (0,5–0,8 µg/kg), mitkä aiheuttivat suhteellis-
ten keskihajonnan arvojen (rsd %) kasvamisen verrattuna toistettavuuden tuloksiin tau-
lukossa 20.  
4.5 Päätösraja (CCα) ja osoituskyky (CCβ) 
Päätösraja CCα laskettiin beeta- ja deksametasonille sekä prednisolonille lisäämällä li-
säystason 1,0 MRL keskiarvotulokseen keskihajonnan arvo (sd) kerrottuna luvulla 1,64. 
Näin meneteltiin niiden yhdisteiden kohdalla, joille oli asetettu lainsäädännöllinen MRL-
arvo. Vastaavasti metyyliprednisolonin, jonka käyttö on kiellettyä maitokarjaeläimillä, 
päätösraja CCα laskettiin sen sijaan seuraavalla kaavalla, jossa vakion 1,64 sijasta on 
vakio arvolla 2,33:  
𝐶𝐶𝛼 =  𝑘𝑎 +  2,33 ∙  𝑠𝑑,  
Missä ka = lisäystason 1,0 MRL keskiarvo sekä sd = lisäystason 1,0 MRL keskihajonnan 
arvo. Osoituskyvyn CCβ arvot laskettiin vastaavasti kaikille tutkittaville kortikosteroideille 
seuraavalla kaavalla: 
CCβ =  CCα +  1,64 ∙  sd, 
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missä CCα = juuri lasketun päätösrajan arvo sekä sd = lisäystason 1,0 MRL keskihajon-
nan arvo. Validointimittausten päätösrajan CCα sekä osoituskyvyn CCβ arvoiksi saatiin 
seuraavan taulukon 22 mukaiset tulokset.  
Taulukko 22. Validointimittausten päätösrajan CCα sekä osoituskyvyn CCβ lasketut arvot tutkitta-
ville kortikosteroideille.   
  BM (µg/kg) DM (µg/kg) PRED (µg/kg) METPRED (µg/kg) 
CCα 0.37 0.38 7.50 7.87 
CCβ 0.42 0.44 8.40 8.72 
4.6 Analyytin stabiilisuus 
Analyyttien stabiilisuutta tutkittiin säilyvyysmittausten perusteella. Säilyvyysmittausten 
tulokset ensimmäisen validointisarjan lisäystason 0,5 MRL rinnakkaisnäytteille nro 4-6 
ovat löytyvät seuraavasta taulukosta 23. Säilyvyyttä tutkittiin yhden päivän ja yhden, kah-
den sekä kolmen viikon pakastussäilytyksen (-4 oC) jälkeen mittaamalla samat ensim-
mäisestä validointisarjasta valitut lisäystasonäytteet (3 kpl) uudelleen seuraavien viikko-
jen validointisarjojen yhteydessä. 
Taulukko 23. Säilyvyystesteissä mitattujen lisäystason 0,5 MRL kolmen rinnakkaisnäytteen tulokset 
yhden päivän, yhden, kahden sekä kolmen viikon pakastussäilytyksen jälkeen. 
    1 pv (µg/kg) 1 vk (µg/kg) 2 vk (µg/kg) 3 vk (µg/kg) ka (µg/kg) 
BM 
  
  
0,5 MRL 4 
0,5 MRL 5 
0,5 MRL 6 
0.16 
0.18 
0.14 
0.16 
0.18 
0.14 
0.19 
0.19 
0.16 
0.13 
0.16 
0.15 
0.16 
0.18 
0.15 
DM 
  
  
0,5 MRL 4 
0,5 MRL 5 
0,5 MRL 6 
0.16 
0.16 
0.15 
0.14 
0.15 
0.16 
0.17 
0.20 
0.15 
0.16 
0.16 
0.16 
0.17 
0.16 0.16 
PRED 
  
  
0,5 MRL 4 
0,5 MRL 5 
0,5 MRL 6 
3.30 
3.84 
3.35 
3.13 
3.58 
3.00 
3.35 
3.94 
3.23 
3.05 
3.51 
3.21 
3.21 
3.72 
3.20 
METPRED 
  
  
0,5 MRL 4 
0,5 MRL 5 
0,5 MRL 6 
3.23 
3.67 
3.30 
3.13 
3.62 
2.99 
3.49 
4.04 
3.49 
3.07 
3.34 
3.19 
3.23 
3.67 
3.24 
Saaduista säilyvyysmittausten tuloksista laskettiin vielä jokaiselle tutkittavalle kortikoste-
roidille lisäystasonäytteiden 0,5 MRL nro 4-6 keskiarvotulos jokaiselle säilytysajalle. Ky-
seiset keskiarvotulokset löytyvät taulukosta 24. 
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Taulukko 24. Säilyvyystesteissä mitattujen lisäystason 0,5 MRL kolmen rinnakkaisnäytteen keskiar-
votulokset yhden päivän, yhden, kahden sekä kolmen viikon pakastussäilytyksen jälkeen yksikössä 
µg/kg. 
  1 pv ka (µg/kg) 1 vk ka (µg/kg) 2 vk ka (µg/kg) 3 vk ka (µg/kg) 
BM 0.16 0.16 0.18 0.15 
DM 0.15 0.15 0.18 0.16 
PRED 3.50 3.24 3.51 3.26 
METPRED 3.40 3.25 3.67 3.20 
Keskiarvotulosten perusteella laskettiin edelleen jäljellä olevien tutkittavien analyyttien 
pitoisuusmäärä (%) käyttämällä jo mainittua laskukaavaa 2. Näin ollen saatiin seuraavan 
taulukon 25 mukaiset keskiarvotulokset sille, kuinka paljon kutakin tutkittavaa kortikoste-
roidia oli jäljellä kunkin tutkittavan säilytysajan jälkeen. 
Taulukko 25. Tutkittavien kortikosteroidien määrät (%) kunkin säilytysajan jälkeen. 
ANALYYTTIÄ JÄLJELLÄ (%) 
 1 vk ka (%) 2 vk ka (%) 3 vk ka (%) 
BM 96.7 108.6 89.0 
DM 98.9 114.3 101.5 
PRED 92.6 100.2 93.2 
METPRED 95.5 108.0 94.1 
4.7 Lineaarisuus 
Lineaarisuutta arvoitiin matriisisuorien selitysasteiden R2, kulmakerrointen keskiarvojen 
sekä matriisisuorien tuloksista muodostetun residuaalikuvaajan perusteella.  
Suoritettujen validointimittausten viiden pisteen matriisisuorien (0,25–2,0 MRL) seli-
tysasteiden R2 sekä kulmakerrointen arvoiksi saatiin seuraavien taulukoiden 26 sekä 27 
mukaiset keskiarvotulokset (ka), keskihajonnan arvot (sd) sekä suhteelliset keskihajon-
nat (rsd).  
Taulukko 26. Validointisarjoissa mitattujen matriisisuorien selitysasteiden R2 keskiarvotulokset (ka), 
keskihajonnan arvot (sd) sekä suhteelliset keskihajonnat (rsd) tutkittaville kortikosteroideille. 
  Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
Selitysaste r2 ka 0.9918 0.9912 0.9939 0.9922 
sd 0.006 0.014 0.011 0.014 
rsd (%) 0.575 1.380 1.117 1.390 
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Taulukko 27. Validointisarjoissa mitattujen matriisisuorien kulmakertoimien keskiarvotulokset (ka), 
keskihajonnan arvot (sd) sekä suhteelliset keskihajonnat (rsd) tutkittaville kortikosteroideille. 
  Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
Kulmakerroin ka 2.04 2.74 1.69 1.97 
sd 0.15 0.36 0.19 0.26 
rsd (%) 7.25 13.20 11.28 13.03 
 
Neljän eri laboratoriopäivän matriisisuorien keskimääräisistä tuloksista regressioanalyy-
sillä muodostettu residuaalikuvaaja beetametasonille löytyy esimerkkinä kuvasta 39. 
Regressioanalyysin tulokset beetametasonille löytyvät liitteestä 2.  
 
Kuva 39. Neljän laboratoriopäivän matriisisuorien keskimääräisten tulosten residuaalikuvaaja bee-
tametasonille. 
5 Tulosten tarkastelu  
5.1 Matriisin vaikutus, selektiivisyys ja spesifisyys 
Liuotinsuoran sekä matriisisuoran kulmakeroimien vertailusta huomattiin, että liuotin- ja 
matriisisuora poikkesivat toisistaan huomattavan paljon johtuen ilmeisesti maidon mat-
riisiainesten aiheuttamista matriisivaikutuksista. Koska matriisisuoran kulmakerroin oli 
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kuitenkin kaikilla tutkituilla kortikosteroideilla suurempi kuin mitatun liuotinsuoran kulma-
kerroin, niin voidaan päätellä, että matriisista johtuvaa ionisaation suppressiota ei tapah-
tunut näissä määrityksissä. Tämä tarkoittaa sitä, että menetelmän selektiivisyys on hyvin 
korkea tutkittaville kortikosteroideille.  
Koska analysoitujen nollanäytteiden kromatogrammeissa ei havaittu häiritseviä signaa-
leja tutkittavien kortikosteroidien eluutioalueilla, voidaan menetelmän todeta olevan 
myös hyvin spesifinen tutkittavia kortikosteroidien suhteen. 
5.2 Oikeellisuus ja toistotarkkuus 
Tulosten perusteella vertailunäyte nro 855 identifioitui CRM-näytteeksi A. CRM-näyte B 
oli vastaavasti vertailunäyte numerolla 803 sekä näyte C puolestaan vertailunäyte 744. 
Kaikkien vertailunäytteiden tulokset pysyivät oikein hyvin hyväksyttävien rajojen sisällä. 
Lisäksi deksametasonin (DM) tulokset kummallekin vertailunäytteelle olivat hyvin lähellä 
CRM-referenssitulosarvoja, vaikka näytteen C deksametasonin määrä 4,5 µg/kg ylittikin 
todella reilusti käytettävän matriisisuoran mittausalueen. Oikeellisuudelle laskettiin tau-
lukkoon 28 arvot prosentteina seuraavan kaavan mukaisesti: 
𝑂𝑖𝑘𝑒𝑒𝑙𝑙𝑖𝑠𝑢𝑢𝑠 (%) =
𝑛ä𝑦𝑡𝑡𝑒𝑒𝑛 𝑘𝑒𝑠𝑘𝑖𝑎𝑟𝑣𝑜𝑡𝑢𝑙𝑜𝑠 ∙ 100 %
𝑠𝑒𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑜𝑖𝑡𝑢 𝑎𝑟𝑣𝑜
 
Taulukko 28. Oikeellisuuden arvot (%) vertailunäytteiden tulosten perusteella laskettuna. 
Näyte 
Oikeellisuus (%) 
Näyte B: DM 99.0 
Näyte C: DM 100.8 
Näyte B: PRED 82.0 
Näyte C: METPRED 78.7 
Koska mittauksia oli CRM-materiaalia käyttäen hyvin vähän, ei menetelmän toistotark-
kuutta pystytty niiden perusteella arvioimaan. Sen sijaan analysoitujen lisäystasonäyttei-
den tulokset olivat hyvin lähellä toisiaan, erityisesti beeta- sekä deksametasonilla 
(0,018–0,065 µg/kg). Prednisolonin ja metyyliprednisolonin lisäystasonäytteiden tulosten 
keskihajonnat olivat puolestaan korkeammat ja välillä 0,3–1,3 µg/kg.  
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CRM-materiaalista saatujen tulosten perusteella menetelmän oikeellisuus todettiin hyvin 
korkeaksi beeta- ja deksametasonille sekä kohtuulliseksi prednisolonille ja metyylipred-
nisolonille.  
5.3 Menetelmän saanto 
Menetelmän saantoprosentit olivat kaikkina laboratoriopäivinä välillä 104–115 %, joten 
ne pysyivät hyvin asetettujen rajojen sisällä (90–120 %). Menetelmä kykenee näin ollen 
detektoimaan erittäin hyvin tutkittavia kortikosteroideja.  
Saantoprosentit olivat ensimmäisenä päivänä alhaisempia kuin muina päivinä, mikä se-
littyi todennäköisesti sillä, että kiinteäfaasiuuttovaiheesta jätettiin ensimmäisen validoin-
tisarjan jälkeen pois pylväiden alle sijoitettavat ylimääräiset hanaosat tukkeutumisen es-
tämiseksi.  
5.4 Toistettavuus ja laboratorion sisäinen uusittavuus 
Validointimittauksista saadut tulokset lisäystasoille 0,5 MRL, 1,0 MRL sekä 1,5 MRL kol-
mena eri laboratoriopäivänä onnistuivat hyvin. Tulosten perusteella lisäystasonäytteissä 
oli päivien sisällä jonkin verran vaihtelua yksittäisten näytteiden nostaessa keskihajon-
nan arvoja (sd).  
Suhteellisen keskihajonnan arvot (rsd %) olivat kuitenkin sekä päivien sisällä että päivien 
yli välillä 4–15 %. Näin ollen menetelmällä oli tulosten perusteella oikein hyvä toistetta-
vuus, varsinkin ottaen huomioon kaikkien mitattujen lisäystasonäytteiden olevan mukana 
tulosten laskennassa. Yhtään lisäystasonäytettä ei hylätty.   
5.5 Päätösraja (CCα) ja osoituskyky (CCβ) 
Seuraavaan taulukkoon 29 on koottuna vertailun vuoksi suoritetuista validointimittauk-
sista saadut ja vastaavasti valitussa artikkelissa [2, s. 926] määritetyt päätösrajan CCα 
sekä osoituskyvyn CCβ arvot. 
71 
  
Taulukko 29. Validointimittausten sekä valitussa artikkelissa määritetyt päätösrajan CCα sekä osoi-
tuskyvyn CCβ arvot yksikössä µg/kg [2]. 
  BM  DM PRED METPRED  
CCα (µg/kg) 0,37 0,38 7,50 7,87 
CCβ (µg/kg) 0,42 0,44 8,40 8,72 
CCα (µg/kg) [2, s. 926] -  0,43 8,30 0,07 
CCβ (µg/kg) [2, s. 926] -  0,62 11,50 0,10 
Saadut päätösrajan CCα sekä osoituskyvyn CCβ arvot beeta- ja deksametasonille olivat 
hyvin lähellä artikkelissa määritettyjä arvoja. Prednisolonille saatiin päätösrajaksi CCα 
hieman pienempi arvo (7,50 µg/kg) kuin artikkelissa (8,30 µg/kg) ja huomattavasti pie-
nempi osoituskyvyn CCβ arvo (8,40 µg/kg) kuin artikkelissa (11,50 µg/kg). Vastaavasti 
metyyliprednisolonille validoinnista saadut päätösrajan CCα sekä osoituskyvyn CCβ arvot 
eivät olleet ollenkaan samassa kokoluokassa kuin artikkelin vastaavat arvot. 
Koska beeta- ja deksametasonin sekä prednisolonin päätösrajan CCα sekä osoituskyvyn 
CCβ arvot olivat hyvin lähellä artikkelin vastaavia arvoja, voitiin päätellä validointimittaus-
ten onnistuneen huomattavan hyvin.  
5.6 Analyytin stabiilisuus 
Tulosten perusteella säilytys ei juurikaan vaikuttanut lisäystasonäytteistä mitattuihin tu-
loksiin tutkittavia kortikosteroideja ollessa kolmenkin viikon pakastuksen (-4 oC) jälkeen 
jäljellä 89–102 % alkuperäisestä määrästä. Analyytin korkea stabiilisuus säilytysolosuh-
teissa tukee hyvin menetelmän käyttöä.  
5.7 Lineaarisuus 
Saadusta residuaalikuvaajista havaittiin, että residuaalit olivat satunnaisesti molemmin 
puolin nollatasoa eikä minkäänlaista suuntausta ollut havaittavissa. Näin ollen matriisi-
suoran valitut mittausalueet (BM ja DM 0,075–0,600 µg/kg sekä PRED ja METPRED 
1,5–12,0 µg/kg) kullekin kortikosteroidille olivat lineaarisia. 
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6 Yhteenveto ja johtopäätökset 
Validointimittaukset onnistuivat hyvin. Tulosten perusteella validointi saavutti sille asete-
tut vaatimukset. Tulosten perusteella kehitetty menetelmä oli hyvin selektiivinen sekä 
spesifinen tutkituille kortikosteroideille. CRM-materiaalin tulosten mukaan menetelmä 
osoitti erityisesti metasoniyhdisteiden suhteen korkeaa oikeellisuutta. Menetelmän saan-
toprosentit olivat oikein hyvin asetettujen rajojen sisällä. Myös toistettavuus ja laborato-
rion sisäinen uusittavuus olivat hyviä. Päätösrajan sekä osoituskyvyn arvot vastasivat 
suurelta osin niitä arvoja, joita valitussa menetelmässä [2] saatiin määritettyä. Mittaus-
alue kaikille tutkituille kortikosteroideille oli lineaarinen. Validoitu menetelmä on siis hyvin 
soveltuva tutkittujen kortikosteroidien määrittämiseen maidosta käyttäen LC-MS/MS-tek-
niikkaa ja kehitettyä esikäsittelyketjua.    
Menetelmä tullaan lähiaikoina ottamaan yleiseen käyttöön Evirassa. Menetelmää toden-
näköisesti pyritään monijäämämenetelmänä vielä laajentamaan neljästä jo validoidusta 
kortikosteroidista yli kymmenen kortikosteroidin määritysmenetelmäksi. Myös esikäsitte-
lyä pyritään laajentamaan esimerkiksi maksanäytteille, mikä alustavien kokeilujen mu-
kaan vaatii ainakin liuottimen vaihdon esikäsittelyn LLE-vaiheeseen. 
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Validointitulokset / Lisäysnäytteet 0,5 MRL, 1,0 MRL sekä 1,5 MRL 
Näyte 0,5 MRL 0,15 ppb 0,15 ppb 3 ppb 3 ppb 
sarja 1 20.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
toisto 1 0.161 0.151 3.419 3.316 
 2 0.169 0.180 3.851 3.679 
 3 0.173 0.185 3.849 3.756 
 4 0.163 0.160 3.299 3.229 
 5 0.184 0.156 3.839 3.674 
 6 0.144 0.147 3.353 3.301 
 ka 0.166 0.163 3.602 3.493 
 sd 0.013 0.016 0.271 0.234 
 rsd 8.1 9.6 7.5 6.7 
      
sarja 2 27.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
toisto 1 0.137 0.145 2.800 2.885 
 2 0.149 0.145 2.949 2.984 
 3 0.131 0.126 2.714 2.786 
 4 0.187 0.179 3.654 3.664 
 5 0.168 0.176 3.461 3.496 
 6 0.185 0.166 3.599 3.699 
 ka 0.160 0.156 3.196 3.252 
 sd 0.024 0.021 0.423 0.413 
 rsd 15.1 13.3 13.2 12.7 
      
sarja 3 3.11.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
toisto 1 0.176 0.151 3.262 3.416 
 2 0.185 0.160 3.262 3.381 
 3 0.174 0.165 3.314 3.462 
 4 0.189 0.182 3.720 3.715 
 5 0.201 0.195 3.989 4.060 
 6 0.169 0.166 3.277 3.460 
 ka 0.182 0.170 3.471 3.582 
 sd 0.012 0.016 0.310 0.262 
 rsd 6.4 9.4 8.9 7.3 
      
uusittavuus ka tot 0.169 0.163 3.423 3.442 
 sd tot 0.019 0.018 0.364 0.327 
 rsd tot 11.3 10.8 10.6 9.5 
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Näyte 1,0 MRL 0,3 ppb 0,3 ppb 6 ppb 6 ppb 
sarja 1 20.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
toisto 1 0.331 0.389 7.14 7.022 
 2 0.263 0.279 5.659 5.581 
 3 0.374 0.382 7.235 7.107 
 4 0.28 0.297 5.735 5.796 
 5 0.307 0.332 6.559 6.527 
 6 0.271 0.289 5.643 5.806 
 ka 0.304 0.328 6.329 6.307 
 sd 0.042 0.048 0.749 0.669 
 rsd 13.9 14.6 11.8 10.6 
      
sarja 2 27.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
toisto 1 0.326 0.303 6.452 6.691 
 2 0.319 0.331 6.585 6.706 
 3 0.339 0.366 7.079 7.011 
 4 0.291 0.307 6.242 6.418 
 5 0.292 0.292 6.11 6.182 
 6 0.315 0.331 6.623 6.772 
 ka 0.314 0.322 6.515 6.630 
 sd 0.019 0.027 0.340 0.290 
 rsd 6.1 8.3 5.2 4.4 
      
sarja 3 3.11.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
toisto 1 0.334 0.324 6.849 6.897 
 2 0.305 0.328 6.623 6.670 
 3 0.324 0.339 6.559 6.947 
 4 0.335 0.344 7.030 7.127 
 5 0.362 0.370 7.469 7.467 
 6 0.347 0.355 7.136 7.071 
 ka 0.335 0.343 6.944 7.030 
 sd 0.019 0.017 0.341 0.267 
 rsd 5.8 5.0 4.9 3.8 
      
uusittavuus ka tot 0.318 0.331 6.596 6.655 
 sd tot 0.030 0.033 0.551 0.520 
 rsd tot 9.5 9.9 8.4 7.8 
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Näyte 1,5 MRL 0,45 ppb 0,45 ppb 9 ppb 9 ppb 
sarja 1 20.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
toisto 1 0.404 0.431 8.498 8.598 
 2 0.437 0.418 8.579 8.539 
 3 0.401 0.430 8.088 8.061 
 4 0.394 0.408 8.085 8.339 
 5 0.410 0.444 8.699 8.836 
 6 0.372 0.354 7.776 7.708 
 ka 0.403 0.414 8.288 8.347 
 sd 0.021 0.032 0.358 0.407 
 rsd 5.3 7.7 4.3 4.9 
      
sarja 2 27.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
toisto 1 0.501 0.523 11.026 11.031 
 2 0.454 0.462 9.213 9.697 
 3 0.485 0.526 10.436 10.577 
 4 0.526 0.562 10.842 11.262 
 5 0.487 0.483 9.717 9.871 
 6 0.476 0.494 9.648 9.775 
 ka 0.488 0.508 10.147 10.369 
 sd 0.024 0.036 0.727 0.683 
 rsd 5.0 7.0 7.2 6.6 
      
sarja 3 3.11.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
toisto 1 0.520 0.518 10.367 10.417 
 2 0.473 0.536 10.457 10.544 
 3 0.544 0.575 11.299 11.487 
 4 0.504 0.533 10.397 10.470 
 5 0.559 0.579 11.450 11.400 
 6 0.538 0.545 11.325 11.508 
 ka 0.523 0.548 10.883 10.971 
 sd 0.031 0.024 0.524 0.544 
 rsd 5.9 4.4 4.8 5.0 
      
uusitta-
vuus ka tot 0.471 0.490 9.772 9.896 
 sd tot 0.057 0.065 1.240 1.268 
 rsd tot 12.1 13.2 12.7 12.8 
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saanto/oikeellisuus     
sarja 1 20.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 asetettu 0.150 0.150 3.000 3.000 
 tulos ka 0.166 0.163 3.602 3.493 
 saanto % 110.4 108.8 120.1 116.4 
      
      
sarja 2 27.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 asetettu 0.150 0.150 3.000 3.000 
 tulos ka 0.160 0.156 3.196 3.252 
 saanto % 106.3 104.1 106.5 108.4 
      
      
sarja 3 3.11.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 asetettu 0.150 0.150 3.000 3.000 
 tulos ka 0.182 0.170 3.471 3.582 
 saanto % 121.6 113.2 115.7 119.4 
      
ka   Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 spiikkaus 0.150 0.150 3.000 3.000 
 tulos ka 0.169 0.163 3.423 3.442 
 saanto % 112.8 108.7 114.1 114.7 
 
saanto/oikeellisuus     
sarja 1 20.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 asetettu 0.300 0.300 6.000 6.000 
 tulos ka 0.304 0.328 6.329 6.307 
 saanto % 101.4 109.3 105.5 105.1 
      
      
sarja 2 27.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 asetettu 0.300 0.300 6.000 6.000 
 tulos ka 0.314 0.322 6.515 6.630 
 saanto % 104.6 107.2 108.6 110.5 
      
      
sarja 3 3.11.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 asetettu 0.300 0.300 6.000 6.000 
 tulos ka 0.335 0.343 6.944 7.030 
 saanto % 111.5 114.4 115.7 117.2 
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ka   Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 spíikkaus 0.300 0.300 6.000 6.000 
 tulos ka 0.318 0.331 6.596 6.655 
 saanto % 105.8 110.3 109.9 110.9 
 
saanto/oikeellisuus     
sarja 1 20.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 asetettu 0.450 0.450 9.000 9.000 
 tulos ka 0.403 0.414 8.288 8.347 
 saanto % 89.6 92.0 92.1 92.7 
      
      
sarja 2 27.10.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 asetettu 0.450 0.450 9.000 9.000 
 tulos ka 0.488 0.508 10.147 10.369 
 saanto % 108.5 113.0 112.7 115.2 
      
      
sarja 3 3.11.17 Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 asetettu 0.450 0.450 9.000 9.000 
 tulos ka 0.523 0.548 10.883 10.971 
 saanto % 116.2 121.7 120.9 121.9 
      
ka   Beetametasoni Deksametasoni Prednisoloni Metyyliprednisoloni 
 spíikkaus 0.450 0.450 9.000 9.000 
 tulos ka 0.471 0.490 9.772 9.896 
 saanto % 104.8 108.9 108.6 110.0 
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Regressioanalyysi beetametasonin matriisisuorista saaduille tuloksille: 
KA         
Sample 
name 
Pitoisuus 
(µg/kg) 
Area / 
ISTD 
Area       
M 0,25 MRL 0.075 0.144       
M 0,5 MRL 0.15 0.323       
M 1,0 MRL 0.3 0.612       
M1,5 MRL 0.45 0.956       
M 2,0 MRL 0.6 1.199       
         
         
YHTEENVETO TULOSTUS        
         
Regressiotunnusluvut        
Kerroin R 0.9985        
Korrelaati-
okerroin 0.9970        
Tarkistettu 
korrelaati-
okerroin 0.9960        
Keskivirhe 0.0275        
Havainnot 5        
         
ANOVA         
  va NS KN F 
F:n 
tark-
kuus    
Regressio 1 0.758 0.758 
998.91
564 
6.960
09E-
05    
Jäännös 3 0.002 0.001      
Yhteensä 4 0.760          
         
  Kertoimet 
Keskivi
rhe 
t Tun-
nusluvut P-arvo 
Alin 
95% 
Ylin 
95% 
Alin 
95.0
% 
Ylin 
95.0
% 
Leikkauspiste 0.008 0.024 0.355 0.746 
-
0.067 0.084 
-
0.06
7 
0.08
4 
Pitoisuus 
(µg/kg) 2.026 0.064 31.606 0.0001 1.822 2.230 
1.82
2 
2.23
0 
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JÄÄNNÖSTULOSTUS    
TODENNÄKÖISYYS TU-
LOSTUS  
         
Havainto 
Ennustettu 
Area / ISTD 
Area 
Jä-
ännöks
et 
Normali-
soidut 
jä-
ännökse
t  
Prose
nttipi
ste 
Area / 
ISTD 
Area   
1 0.160 -0.016 -0.690  10 0.144   
2 0.312 0.010 0.431  30 0.323   
3 0.616 -0.004 -0.183  50 0.612   
4 0.920 0.035 1.487  70 0.956   
5 1.224 -0.025 -1.046  90 1.199   
 
